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Rakava obolenja predstavljajo zelo pomemben javnozdravstveni, socialni in ekonomski 
problem, saj skupaj s kardiovaskularnimi boleznimi sodijo med najpogostejše vzroke smrti 
na svetu. Tako ne preseneča, da je eno glavnih področij, s katerim se dandanes ukvarjajo 
raziskovalci, odkrivanje novih učinkovin s protitumornim delovanjem. 
Protein toplotnega šoka Hsp90 je 90 kDa velik molekulski šaperon, sestavljen iz treh 
strukturnih domen: N-končne domene (NKD), srednje domene in C-končne domene (CKD). 
Pomembno vlogo ima pri celični homeostazi, sodeluje pa tudi pri pravilnem zvitju ter 
doseganju pravilne konformacije in s tem aktivacije več sto proteinov. Številni izmed le-teh 
so onkoproteini, ki so pomembni za doseganje za rakavo celico značilnih lastnosti. Hsp90 
pomaga rakavim celicam premagati številna stresna stanja, njegova ekspresija pa je v rakavih 
celicah kar do 10-krat višja kot v normalnih celicah. Prvi odkriti zaviralci Hsp90 so bili 
zaviralci N-končne domene Hsp90, katerih glavna slabost je bila sprožitev odziva toplotnega 
šoka. Kmalu za tem je sledilo pomembno odkritje zaviralcev C-končne domene. Ker slednji 
niso privedli do odziva toplotnega šoka, je C-končna domena postala pomembna tarča v 
razvoju protitumornih učinkovin. 
V okviru magistrske naloge smo sintetizirali enajst potencialnih novih zaviralcev C-končne 
domene Hsp90. Izvedli smo modifikacijo levega in desnega dela referenčne spojine, medtem 
ko smo osrednji del v vlogi distančnika med aromatom na levi in bazičnim centrom na desni 
ohranili. Na skrajnem levem delu molekule smo proučili vpliv usmerjenosti amidne vezi ter 
vpliv vezave različnih substituentov na različna mesta na fenilu. Raziskali smo vpliv uvedbe 
piperidinskega skeleta na desni ter vpliv razdalje med bazičnim centrom na piperidinu in 
aromatom. Končne spojine smo s testom metabolne aktivnosti ovrednotili na celicah raka 
dojk MCF-7 ter na celicah limfomov U2932, SU-DHL-2, SU-DHL-10, WSU-DLCL2 in 
VAL. Vseh enajst spojin je na celicah MCF-7 izkazalo bistveno močnejše citotoksično 
delovanje v primerjavi z referenčno spojino, večina spojin tudi na celicah U2932, SU-DHL-
2 in VAL, pri čemer pa smo na citotoksično delovanje spojin sklepali na osnovi učinka spojin 
na metabolno aktivnost celic. Na celicah SU-DHL-10 in WSU-DLCL2 so spojine izkazale 
šibkejše citotoksično delovanje napram referenčni spojini. Rezultati magistrske naloge nam 
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tako dajejo pomembne informacije o odnosu med strukturo in delovanjem ter predstavljajo 
osnovo za nadaljnje raziskovanje. 
Ključne besede: alosterični zaviralec, odziv toplotnega šoka, protein toplotnega šoka 
Hsp90, protitumorno delovanje, rakava obolenja, zaviralci C-končne domene Hsp90 




Cancer is a very important public health, social and economic problem, as it is one of the 
most common causes of death in the world, along with cardiovascular diseases. Thus, it is 
not surprising that one of the main research areas is the discovery of new active substances 
with anticancer activity.  
Heat shock protein Hsp90 is a 90 kDa molecular chaperone, which consists of three 
structural domains: the N-terminal domain (NTD), the middle domain and the C-terminal 
domain (CTD). The Hsp90 has an important role in cellular homeostasis, but it also 
participates in the correct protein folding to achieve bioactive conformation and thus the 
activation of hundreds of proteins. Many of these are oncoproteins, which are important for 
cancer cell-specific properties. Hsp90 helps cancer cells overcome many stressful situations 
and its expression in cancer cells is up to 10 times higher than in normal cells. The first 
Hsp90 inhibitors discovered were N-terminal domain inhibitors, the main disadvantage of 
which was induction of the heat shock response. This was soon followed by the important 
discovery of the allosteric C-terminal domain inhibitors. Since the latter did not induce the 
heat shock response, the C-terminal domain of Hsp90 became an important target in the 
development of anticancer drugs. 
In the context of this master’s thesis, we synthesized eleven potential new Hsp90 C-terminal 
domain inhibitors. We performed modification of the left and right parts of the reference 
compound, while the central part, acting as a spacer between the aromatic ring on the left 
and the basic center on the right, was retained. On the extreme left part of the molecule, we 
studied the influence of the orientation of the amide bond and the influence of the binding 
of various substituents to different sites on the phenyl ring. Moreover, we examined the 
influence of the introduction of the piperidine scaffold in the right part of the molecule and 
the influence of the distance between the basic center on the piperidine ring and the aromatic 
ring. The final compounds were evaluated with measuring of metabolic activity in MCF-7 
breast cancer cells and in U2932, SU-DHL-2, SU-DHL-10, WSU-DLCL2 and VAL 
lymphoma cells. Compared to the reference compound, all synthesized compounds showed 
significantly stronger cytotoxic activity in MCF-7 cells, most of them also in U2932, SU-
DHL-2 and VAL cells. Moreover, synthesized compounds showed weaker cytotoxic activity 
Magistrska naloga                                                                                                Mojca Trčko 
VII 
 
in SU-DHL-10 and WSU-DLCL2 cells compared to the reference. Therefore, the results of 
the master's thesis provide us with important information about the structure-activity 
relationship and represent the basis for further optimization of Hsp90 C-terminal domain 
inhibitors. 
Keywords: allosteric inhibitor, anticancer activity, cancer, heat shock protein Hsp90, heat 
shock response, Hsp90 C-terminal domain inhibitors 




ADP adenozin difosfat 
ATP adenozin trifosfat 
Boc terc-butiloksikarbonil 
CDCl3 devteriran kloroform 
CKD C-končna domena 
DIAD diizopropil azodikarboksilat 
DKM diklorometan 
DMF N,N-dimetilformamid 
DMSO-d6 devteriran dimetilsulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid 




HR-MS masna spektrometrija visoke ločljivosti 
Hsp protein toplotnega šoka 
IC50 koncentracija spojine, ki je potrebna, da in vitro zavre biološki proces za 50% 
J sklopitvena konstanta 
MeOD-d4 devteriran metanol 
MeOH metanol 
MS masna spektrometrija 
MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolijeva sol 
NADH nikotinamid adenin dinukleotid 
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NKD N-končna domena 
NMM N-metilmorfolin 
NMR jedrska magnetna resonanca 
PPh3 trifenilfosfin 
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Rf retencijski faktor 
TFA trifluorocetna kislina 
THF tetrahidrofuran 
TLC tankoplastna kromatografija 
TMS tetrametilsilan 
Ttal temperatura tališča 
UV ultravijolično 





Še nekaj let nazaj je diagnoza »rak« pomenila napovedan boj, ki je bil že vnaprej obsojen na 
propad. Zahvaljujoč vedno boljšemu prepoznavanju dejavnikov tveganja, zgodnejši 
diagnozi, novim tehnologijam in izboljšanemu zdravljenju pa zdaj živimo v času, ko vedno 
več ljudi raka preboli ali pa kljub tej kronični bolezni, ob dovolj dobri pomoči in podpori, 
živi bolj kakovostno in dlje (1). Prvi izsledki o tej neizprosni bolezni izvirajo iz starega 
Egipta, in sicer gre za mumije s kostnim rakom ter za zapise na papirusu, ki opisujejo raka 
na dojki ter dodajajo, da za to bolezen ni zdravila in da težave lajšajo s paliativnim 
zdravljenjem. Sama beseda rak pa se je pojavila kasneje, ko je oče medicine Hipokrat to 
bolezen opisal z grško besedo karkinos, v prevodu rakovica, saj ga je, kot tudi kasneje 
Galena in Paulusa, razraščanje malignega tumorja spominjalo na premikanje rakovice (2, 3). 
Ker velja rak trenutno za zelo pomemben javnozdravstveni, pa tudi socialni in ekonomski 
problem, je ključno dosledno zbiranje podatkov o incidenci, prevalenci in preživetju 
bolnikov z rakom, za kar že od leta 1950 skrbi Register raka Republike Slovenije, ki deluje 
v okviru Onkološkega inštituta Ljubljana. Podatke o umrljivosti za rakom od leta 1985 zbira 
Nacionalni inštitut za javno zdravje (4).  
Rak je drugi najpogostejši vzrok smrti na svetu, takoj za kardiovaskularnimi boleznimi. V 
zadnjih letih zboli za rakom več kot 12.000 Slovencev, od tega približno 6.500 moških in 
6.000 žensk, skupno pa jih umre nekaj več kot 5.700. Znano je, da med nami živi že 81.000 
ljudi, ki so kadarkoli v preteklosti zboleli za eno izmed vrst raka. Tudi napovedi za 
prihodnost niso obetavne, napovedujejo namreč, da bo do svojega 75. leta zbolel vsak drug 
moški in vsaka tretja ženska izmed vseh, rojenih leta 2010. Med najpogostejše rake v 
Sloveniji sodijo: rak prostate, rak dojke, kožni rak, rak debelega črevesa in danke ter pljučni 
rak in prav vsi od teh so povezani z nezdravim načinom življenja (nepravilna prehrana, 
prekomerna telesna teža, kajenje, čezmerno sončenje, uživanje alkoholnih pijač). Veliko 
vlogo pri zmanjševanju obolevnosti in umrljivosti za rakom, pa tudi posledično pri 
uspešnejšem celokupnem zdravljenju, ima preprečevanje in zgodnje odkrivanje bolezni. V 
ta namen so tudi v Sloveniji uvedli presejalne programe za odkrivanje bolezni v zgodnji fazi, 
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in sicer presejalni program za odkrivanje raka in predrakavih sprememb materničnega vratu 
(Zora), dojk (Dora) ter debelega črevesa in danke (Program Svit) (4, 5). 
Rak, ki ga z drugimi besedami lahko imenujemo tudi maligni tumor ali neoplazma, ni le ena 
bolezen. Gre namreč za skupino različnih bolezni, ki se lahko pojavijo kjerkoli v telesu. 
Izvor te bolezni je v spremenjenem genomu celic, ki se nekontrolirano razmnožujejo, saj 
pride do napak v nadzoru celične delitve ter celičnega odmiranja. Tak lokaliziran skupek 
avtonomnih celic, ki nima nobene fiziološke vloge v telesu, se lahko razraste preko meja 
prvotnega tkiva in vdre v sosednje tkivo, posamezne maligne celice pa se lahko preko žil 
razširijo v oddaljene organe ter tam tvorijo nove tumorje (metastaze oziroma zasevke), kar 
imenujemo metastaziranje (3, 6). 
Glede na vrsto celic, iz katerih rak nastane, ločimo karcinome (maligni tumorji iz celic 
epitelija, med katere uvrščamo večino vrst raka; npr. rak prostate, rak dojk, pljučni rak, 
kolorektalni rak), sarkome (maligni tumorji iz celic, ki tvorijo oporno tkivo in so posebej v 
vezivu, maščevju, kosteh, hrustancih), levkemije (rakave bolezni krvi in krvotvornih 
organov, ki običajno niso v obliki zatrdlin; akutne in kronične) ter limfome (rakave bolezni 
limfnega sistema; Hodgkinov limfom, ne-Hodgkinov limfom) (7, 8). 
1.1.1 Kancerogeneza 
Nastanek malignega tumorja imenujemo kancerogeneza. Gre za večstopenjski proces, ki 
sestoji iz treh procesov: iniciacije, promocije in progresije. V fazi iniciacije prihaja med 
podvojevanjem DNA do kopičenja mutacij v nekaterih genih, kar ima za posledico povečano 
izražanje protoonkogenov in inaktivacijo tumorje zavirajočih genov. Tekom te faze se lahko 
spremeni tudi stopnja metilacije (na promotorskih regijah protoonkogenov se zmanjša, na 
promotorskih regijah tumorje zavirajočih genov pa se poveča). Tekom promocije prihaja do 
podvojevanja celic, ki so mutirane, s tem pa se število mutacij povečuje oziroma raste premo 
sorazmerno s številom celičnih delitev. V zadnji fazi, fazi progresije, pa pride do izražanja 
malignih lastnosti, in sicer pride do nenadzorovanega podvojevanja rakavih celic, 
dediferenciacije celic, prekinitve delovanja sistema za apoptozo celic, manjše adhezivnosti 
in angiogeneze – tvorbe krvnih žil. V tej fazi pride tudi do tvorbe metastaz (9).  
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1.1.2 Kancerogeni dejavniki 
Kancerogeni dejavniki so dejavniki, ki lahko povzročijo pretvorbo normalne celice v 
maligno. V kolikor povzročijo neposredno spremembo zapisa v DNA, jih imenujemo 
mutageni dejavniki, če pa vplivajo zgolj na regulacijo izražanja genov, brez vpliva na 
strukturo DNA, jih imenujemo epigenetski dejavniki. V splošnem jih delimo na notranje in 
zunanje, le te pa na kemične, fizikalne in biološke (Slika 1) (3, 9).  
 
Slika 1: Delitev kancerogenih dejavnikov. Povzeto po (3). 
Kemični dejavniki so lahko tako eksogene snovi (ksenobiotiki), kot tudi produkti lastne 
presnove. Mednje spadajo na primer nikelj, kadmij, kobalt, arzen, azbest, silikatne spojine, 
heterociklični aromatski amini, benzopireni, benzen, N-nitrozamini, aflatoksini, katran, 
akrilamid. Med fizikalne dejavnike uvrščamo UV-sevanje ter ionizirajoče sevanje, med 
katere spadajo na primer uran, radon, delci α, delci β, nevtroni, UV-žarki, žarki γ ter 
rentgenski žarki. K biološkim dejavnikom uvrščamo viruse z DNA (Epstein-Barrov virus, 
humani papilomavirus, virus hepatitisa B, herpesvirus Kaposijevega sarkoma) ter viruse z 
RNA (humani T-limfotropni virus 1 in 2) (3, 9, 10). 
1.1.3 Skupine genov, pomembne za nastanek raka 
V nastanek raka se vpleta veliko število genov. V grobem jih lahko razdelimo v dve veliki 
skupini: v skupino onkogenov, med katere uvrščamo gene, ki spodbujajo celično 
razmnoževanje ter v skupino tumorje zavirajočih genov, med katere pa uvrščamo gene, ki 
prekinejo celično razmnoževanje (3, 9). Poleg omenjenih genov je nastanek raka povezan 
tudi z mutacijami genov, ki sodelujejo pri popravljanju poškodb v DNA ali uravnavajo 
apoptozo, ter z reaktivacijo encima telomeraze (3).  




Protoonkogeni so geni, ki nosijo zapis za beljakovine, ki sodelujejo pri celični delitvi, rasti 
in diferenciaciji celice. Mutacije, ki protoonkogene aktivirajo, vodijo v nastanek onkogenov. 
Slednji nosijo zapis za tako imenovane onkoproteine, ki imajo zvišano aktivnost, kar vpliva 
na to, da se začne celica pospešeno oziroma nenadzorovano deliti. Izražanje onkogenov je 
dominantno, kar pomeni, da je za nastanek onkoproteina potrebna mutacija le na enem alelu. 
Glede na njihovo vlogo, ki jo imajo pri prevajanju signalov za celično delitev, poznamo 
rastne dejavnike, receptorje rastnih dejavnikov, beljakovine, ki prenašajo signale, 
transkripcijske dejavnike in regulatorje celičnega cikla (Slika 2) (3, 9, 11).  
 
Slika 2: Skupine onkogenov in nekateri predstavniki. Prirejeno po (3). 
1.1.5 Tumorje zavirajoči geni 
Tumorje zavirajoči geni ali z drugo besedo antionkogeni so geni, ki nosijo zapis za 
beljakovine, ki zavirajo celično delitev in tako posredno zavirajo nastanek raka, v kolikor je 
njihova funkcija normalno delujoča. Mutacije tumorje zavirajočih genov povzročijo njihovo 
inaktivacijo, s tem pa organizem ni več zaščiten pred nekontroliranim celičnim 
razmnoževanjem. Izražanje antionkogenov je, za razliko od onkogenov, recesivno, zato je 
za njihovo inaktivacijo potrebna mutacija obeh alelov. Produkti antionkogenov lahko 
delujejo kot receptorji za zaviralne rastne dejavnike ali pa kot beljakovine, ki nadzorujejo 
celično adhezijo, ki zavirajo prenos signalov rastnih dejavnikov v celici ali pa uravnavajo 
transkripcijo DNA v jedru in celični cikel. Na Sliki 3 je podanih nekaj primerov 
antionkogenov glede na lokacijo njihovih produktov v celici (3, 9, 11). 




Slika 3: Primeri antionkogenov glede na lokacijo njihovih produktov v celici. Prirejeno po (3). 
1.1.6 Zdravljenje raka dojke 
Rak dojke je najpogostejši rak pri ženskah v razvitem svetu. V Sloveniji je odkritih okoli 
1300 novih primerov letno, umrljivost pa zahvaljujoč zgodnjemu odkrivanju in vedno 
boljšemu zdravljenju upada (9). Glede na tkivo, iz katerega rak izvira, ločimo karcinome 
(izvor v epitelnih strukturah – izvodila (duktusi) ali režnji (lobuli)), ki prednjačijo, sarkome 
in maligne limfome. Poznamo neinvazivne karcinome, kamor uvrščamo duktalni karcinom 
in situ in lobularni karcinom in situ ter invazivne karcinome, v kolikor so rakave celice že 
prodrle skozi bazalno membrano v okolno vezivo ali v limfne oziroma krvne žile in tako 
posredno tvorile zasevke (9, 12). 
Zdravljenje raka dojke na splošno zaobjema vse obstoječe oblike zdravljenja rakavih 
bolezni, in sicer kirurško zdravljenje, obsevanje in sistemsko zdravljenje, kamor uvrščamo 
kemoterapijo (zdravljenje s citostatiki), hormonsko terapijo ter zdravljenje z biološkimi 
zdravili. Izbira vrste zdravljenja oziroma ustrezne kombinacije se za posameznega pacienta 
prilagodi glede na tip bolezni, lastnosti ter razširjenost, pa tudi glede na splošno zdravstveno 
stanje in želje obolelega. Zdravljenje se največkrat začne kirurško, z odstranitvijo dela dojke, 
pri čemer se odstrani tumor skupaj z delom zdravega okolnega tkiva, kar imenujemo 
lumpektomija ali z odstranitvijo cele dojke, kar imenujemo mastektomija. Po potrebi se 
odstranijo tudi pazdušne bezgavke. V kolikor je rakava tvorba velika ali lokalno 
napredovala, je potrebno predhodno sistemsko zdravljenje, ki tumor zmanjša na operabilno 
raven. Obsevanje ali radioterapija je način zdravljenja z visokoenergijskimi žarki, ki uničijo 
rakave celice. V kolikor sledi kirurški odstranitvi dela ali cele dojke, gre za dopolnilno 
oziroma pooperativno obsevanje in se izvede z namenom zmanjšati možnost za ponovitev 
bolezni, lahko pa je tudi paliativno, kadar se obseva že metastaziran rak z namenom lajšanja 
simptomov bolezni (9, 13). 
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Sistemsko zdravljenje, ki opisuje zdravljenje z zdravili in ima vpliv na celoten organizem, 
lahko služi za zmanjšanje velikosti tumorja pred operacijo, lahko je dopolnilno, kadar sledi 
kirurški odstranitvi tumorja, lahko pa skupaj z obsevanjem služi za zdravljenje razsejanega 
raka dojke (9). Hormonska terapija je učinkovita le pri hormonsko odvisnih rakih dojke, tj. 
rakih, pri katerih je izražena prisotnost hormonskih receptorjev (estrogenskih (ER+) ali 
progesteronskih (PR+)). Zdravljenje vključuje zdravila, ki preprečijo vezavo hormonov na 
receptorje v tumorju (tamoksifen), ki znižajo raven estrogenskih receptorjev (fulvestrant), 
zaviralce aromataze, ki preprečijo nastanek estrogena v telesu (letrozol, anastrozol, 
eksemestan) in s tem znižajo raven ženskih hormonov v telesu, zavoro ovarijske funkcije 
(kirurško ali z analogi LHRH) in progestine (megestrol acetat), ki delujejo na nivoju 
receptorja v rakavi celici. V okviru zdravljenja z biološkimi zdravili se uporabljajo proti 
receptorju HER2 usmerjena zdravila. Eno takih je trastuzumab, monoklonsko protitelo, ki 
ga običajno skupaj s kemoterapijo predpišejo pacientkam, katerih rakave celice prekomerno 
izražajo omenjeni receptor HER2. Proti HER2 usmerjena zdravila, ki se uporabljajo pri 
razsejanem raku dojke, so poleg trastuzumaba tudi pertuzumab (monoklonsko protitelo), T-
DM1 (trastuzumab, konjugiran s citostatikom emtanzinom) ter mali molekuli lapatinib in 
neratinib. Kemoterapija (zdravljenje s citostatiki) se uporablja z namenom uničiti rakave 
celice po celem telesu. Pri zdravljenju raka dojke se uporabljajo antraciklini (doksorubicin, 
epirubicin), taksani (paklitaksel, docetaksel), ciklofosfamid, metotreksat, 5-fluorouracil, 
kapecitabin, vinorelbin, eribulin in karboplatin. Ker gre za učinkovine, ki neselektivno 
napadajo vse hitrorastoče celice, s čimer pa pride tudi do poškodbe zdravih tkiv, so neželeni 
učinki zelo pogosti. Ti so predvsem izguba las, slabost in bruhanje ter povečana dovzetnost 
za okužbe, ki se pojavi zaradi vpliva citostatikov na zmanjšano delovanje kostnega mozga 
(zmanjšana tvorba levkocitov-levkopenija). To pa predstavlja velik problem, saj je cilj 
zdravljenja napredovale bolezni ravno preživetje in čim večja kvaliteta življenja (9, 13). 
1.1.7 Zdravljenje limfoma 
Maligni limfom je novotvorba, ki nastane, ko pride do nenadzorovanega razraščanja celic 
limfatičnega tkiva. Med primarno limfatično tkivo uvrščamo kostni mozeg in priželjc, med 
sekundarno limfatično tkivo pa bezgavke, vranico in limfatično tkivo, ki ga najdemo v 
sluznicah npr. prebavil, žrela, pljuč. V osnovi delimo limfome na Hodgkinove in ne-
Hodgkinove limfome (14). 
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Tudi v tem primeru se terapija prilagodi vsakemu bolniku posebej. Zdravljenje poteka 
večinoma s citostatiki, biološkimi zdravili in z obsevanjem, ki je več ali manj dopolnilna 
metoda terapije, operativni posegi pa imajo bolj kot pri zdravljenju pomembno mesto v 
diagnostiki. Zdravljenje z zdravili poteka v skladu s kemoterapevtskimi shemami. Med 
citostatiki, ki se uporabljajo v terapiji limfomov, so antraciklinski antibiotiki (doksorubicin, 
epidoksorubicin), alkilirajoči citostatiki (ciklofosfamid, ifosfamid, klorambucil, dakarbazin, 
karmustin, melfalan, prokarbazin, tiotepa, bendamustin), vinka alkaloidi (vinkristin, 
vinblastin), zaviralec topoizomeraze II etopozid, neantraciklinski protitumorski antibiotik 
bleomicin, derivati platine (cisplatin, karboplatin, oksaliplatin) in antimetaboliti (fludarabin, 
gemcitabin, pri agresivnejših oblikah tudi metotreksat, citozin arabinozid, merkaptopurin in 
tiogvanin). Citostatiki se uporabljajo večinoma v kombinacijah med seboj, lahko tudi v 
kombinaciji z biološkimi zdravili, kot so monoklonska protitelesa rituksimab, ofatumumab, 
obinutuzumab (usmerjena proti determinanti CD20), alemtuzumab (usmerjeno proti 
determinanti CD52), inotuzumab ozogamicin (usmerjeno proti determinanti CD22) 
brentuksimab vedotin (usmerjeno proti determinanti CD30) idr. Učinkoviti pa so tudi na 
primer zaviralec proteasoma bortezomib, imunomodulator lenalidomid, zaviralec Brutonove 
kinaze ibrutinib in zaviralci kontrolnih točk imunskega sistema nivolumab, pembrolizumab 
in pidilizumab. Predvsem pri bolnikih s ponovitvijo bolezni se uporablja tudi kemoterapija 
z visokimi odmerki ali obsevanje s presaditvijo krvotvornih matičnih celic. Presaditev je 
lahko avtologna (po terapiji z visokimi odmerki se bolniku vrnejo njegove lastne krvotvorne 
matične celice) ali alogenična (presaditev krvotvornih matičnih celic darovalca) (9, 14).
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1.2 PROTEINI TOPLOTNEGA ŠOKA 
Proteini so kompleksne molekule, sestavljene iz velikega števila aminokislin. So vsesplošno 
prisotni v organizmu in sodelujejo pri večini bioloških procesov. Ustrezno delovanje 
proteina je omogočeno le, v kolikor se linearna aminokislinska veriga pravilno zvije v za 
protein točno določen skupek tridimenzionalnih struktur, ki ga imenujemo nativno stanje. 
Kljub temu, da so vse informacije, potrebne za tvorbo nativne konformacije, zapisane v 
DNA, pa bogato celično okolje in vivo botruje temu, da potrebujejo proteini za učinkovito 
zvitje v ustreznem časovnem okvirju pomoč molekulskih šaperonov (15).  
Molekulski šaperoni so proteini, ki pomagajo svojemu substratu, drugemu proteinu, da se 
lažje zvije v svoje nativno stanje in s tem preprečijo njegovo agregacijo, sami pa niso del 
končne konformacije. Njihova specifičnost je majhna, kar pomeni, da lahko en sam šaperon 
pomaga pri zvitju velikega števila med seboj zelo različnih si proteinov - substratov. Gre za 
veliko skupino raznolikih proteinov, med katere uvrščamo tudi proteine toplotnega šoka 
(angl. »heat shock proteins« (HSPs)), ki jih delimo na več podskupin glede na njihovo 
molekulsko maso (na primer Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp47, Hsp40, Hsp27). Njihova 
ekspresija je povišana ob stanjih, ko je celica izpostavljena ekstremnim temperaturam, 
hipoksiji, težkim kovinam ali kemičnim sredstvom oziroma z drugo besedo vsem stresorjem, 
ki bi lahko povzročili denaturacijo proteinov, zato so proteini toplotnega šoka poznani tudi 
pod imenom stresni proteini. V obliki kompleksov s košaperoni in kofaktorji se vežejo le na 
substrat, ki ni v svoji nativni konformaciji, pri samem procesu pravilnega zvijanja 
substratnih proteinov pa pride tudi do vezave in encimske hidrolize molekule ATP. Proteini 
toplotnega šoka so pomembni regulatorji proteostaze, nadzirajo ustrezno zvitje, aktivacijo, 
zaviranje agregacije in razgradnjo proteinov, kar pa jih po pomembnosti za celično preživetje 
uvršča na visoko mesto, saj so morebitne motnje v proteostazi, ki so vidne zlasti pri starejših, 
povezane z mnogimi boleznimi, kot so rak, cistična fibroza, periferna amiloidoza, diabetes 
tipa 2, kardiovaskularne bolezni in nevrodegenerativne bolezni, kot sta na primer 
Alzheimerjeva bolezen in Parkinsonova bolezen (15-18). 
Poleg vsega že naštetega, pa so proteini toplotnega šoka pomembni tudi pri kancerogenezi, 
in sicer zaradi vloge pri regulaciji angiogeneze, celične proliferacije, migracije, invazije in 
metastaziranja. Sodelujejo tudi pri apoptozi celic in pri nastanku rezistence proti nekaterim 
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protitumorskim učinkovinam. Tako bi lahko služili kot biomarkerji za diagnozo in prognozo 
raka, dober potencial pa imajo tudi kot terapevtske tarče v sklopu zdravljenja rakavih bolezni 
(17).  
1.2.1 Hsp90 
Protein toplotnega šoka Hsp90 je pomemben, vseprisoten molekulski šaperon, velik 90 kDa, 
ki je bil prvotno opredeljen kot eden tistih proteinov, katerega prisotnost postane pomembna 
šele pod vplivom stresa. Sedaj je znano, da predstavlja Hsp90 že v nestresnem okolju 1-2 % 
prisotnosti vseh proteinov v celici, pod vplivom stresnih dejavnikov pa je njegova prisotnost 
še nekajkrat večja (19, 20). Pomembno vlogo ima pri nadzoru celičnega cikla, celičnem 
preživetju, hormonski signalizaciji in celičnem odzivu na stres, torej z eno besedo, pri celični 
homeostazi. Sodeluje pri zvijanju ter doseganju ustrezne konformacije in s tem aktivacije 
več kot 300 proteinov, med katerimi je tudi množica takih, ki so pomembni za celično 
signaliziranje (npr. receptorji za steroidne hormone), številni pa so vključeni v doseganje 
sposobnosti, ki so značilne za rakave celice (samozadostnost v rastnih signalih, izogibanje 
apoptozi, neobčutljivost na protirastne signale, invazija v tkiva, metastaziranje, angiogeneza, 
neomejena delitev celic itd.). Slednje pa daje proteinu Hsp90 tudi vlogo dobre tarče za razvoj 
novih protirakavih zdravil (20-23). 
Število prisotnih homologov Hsp90 v celici korelira s kompleksnostjo organizma. Pri 
bakterijah, kot je npr. E. coli, je prisoten en homolog – HtpG, pri kvasovkah (npr. S. 
cerevisiae) pa dva, in sicer eden ali dva v citosolu in en v mitohondriju, pri čemer je Hsc82 
izražen konstitutivno, Hsp82 pa je inducibilen. V človeških celicah najdemo kar štiri 
paraloge Hsp90: inducibilno izoformo Hsp90α in konstitutivno izoformo Hsp90β v citosolu, 
Grp94 v endoplazemskem retikulumu in TRAP1 v mitohondriju. Poleg že omenjenih lokacij 
proteina v celici, pa so Hsp90 zaznali tudi zunaj celice (21, 24, 25). 
1.2.2 Struktura Hsp90 in strukturne spremembe ob vezavi ATP 
Hsp90 je homodimerni protein, čigar oba monomera sta sestavljena iz treh strukturnih 
domen: N-končne domene (NKD), srednje domene in C-končne domene (CKD). Vsaka 
izmed njih opravlja določeno nalogo. NKD vsebuje vezavno mesto za ATP in je vključena 
v vezavo številnih košaperonov, ima pa tudi vlogo vezave določenih specifičnih substratov. 
Srednja domena je potrebna za aktivacijo hidrolize molekule ATP, sodeluje pa tudi pri 
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vezavi košaperonov in pri vezavi večine substratov. CKD je ključna za dimerizacijo, njeni 
nalogi pa sta tudi vezava substratov in košaperonov (Slika 4) (23, 24, 26). 
 
Slika 4: Domene Hsp90 in njihove funkcije. Prirejeno po (27). 
Kljub temu, da so vse tri domene ohranjene pri vseh proteinih Hsp90, pa prihaja do 
strukturnih razlik med evkariontskimi in bakterijskimi homologi. Prvi razlog za to je dolg, 
fleksibilen vezni člen med NKD in srednjo domeno, ki je prisoten pri evkariontskih 
homologih Hsp90 v citosolu in endoplazemskem retikulumu (Grp94), odsoten pa je pri 
bakterijskem (HtpG) in pri mitohondrijskem homologu (TRAP1) (26). Naloga omenjenega 
veznega člena je omogočanje 
fleksibilnosti oziroma 
uravnavanje konformacijskih 
sprememb in aktivnosti proteina 
in vivo (23). Drug razlog za 
raznolikost pa predstavlja 
podaljšek na CKD, ki sestoji iz 
aminokislinskega zaporedja 
MEEVD, kar označuje 
pentapeptid Met-Glu-Glu-Val-Asp, ki je prisoten pri evkariontskih citosolnih Hsp90 
proteinih in omogoča vezavo košaperonov, ki vsebujejo domene tetratrikopeptidnih 
ponovitev (angl. »tetratricopeptide repeat« (TPR)). Celotna struktura Hsp90 je shematsko 
prikazana na Sliki 5 (25, 26). 
Hsp90 sodi v družino GHKL (angl. »Gyrase, Hsp90, Histidine Kinase, MutL«) ATPaz. Gre 
za proteine, ATPaze, ki imajo med seboj strukturno zelo podobno vezavno mesto za ATP. 
Hsp90 zavzema v apo stanju odprto konformacijo v obliki črke V. Vezava molekule ATP 
Slika 5: Struktura Hsp90. Prirejeno po (25). 
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sproži preureditev regije na NKD, ki služi kot nekakšen pokrov, ki zapre molekulo ATP v 
NKD. Nastalo stanje se imenuje intermediat I1. Nadaljnje strukturne spremembe vodijo v 
stanje intermediata I2, ko pride do dimerizacije obeh NKD, temu pa sledi interakcija z 
vmesnima domenama. S tem pride protein v tako imenovano zaprto konformacijo, kar je 
ključno za hidrolizo ATP. Po hidrolizi pride ponovno do disociacije NKD ter do sprostitve 
molekule ADP in anorganskega fosfata, Hsp90 pa se vrne nazaj v prvotno stanje (Slika 6). 
Poleg molekule ATP na vse konformacijske spremembe v ciklu pomembno vplivajo tudi 
interakcije z košaperoni in substratnimi proteini (21, 28). 
Napram ostalim, od ATP odvisnim šaperonom, poteka ATPazni cikel Hsp90 dokaj počasi, 
in sicer Hsp90, prisoten pri kvasovkah, hidrolizira eno ATP molekulo v 1-2 minutah, 
homologi pri evkariontih pa omenjeno hidrolizo izvajajo še desetkrat dlje (21). Dokazano je 
bilo, da Hsp90 že sam po sebi spontano zavzema različna konformacijska stanja, kar 
nakazuje na to, da obstaja med različnimi stanji tako imenovano dinamično ravnotežje, sama 
aktivnost Hsp90 je dodatno regulirana s številnimi posttranslacijskimi modifikacijami (npr. 
acetilacija, fosforilacija, nitrozilacija, metilacija) (21, 28). 
 
Slika 6: Odprta in zaprta konformacija Hsp90. Prirejeno po (28). 
1.2.3 Hsp90 kot tarča kemoterapevtikov 
Obstaja več razlogov, ki uvrščajo Hsp90 med pomembne tarče kemoterapevtikov v sklopu 
zdravljenja raka. Rakavim celicam pomaga premagati različna stresna stanja, kot so genetska 
nestabilnost, proteotoksični stres, zvišane potrebe po hranilih in znižani nivoji kisika, 
sodeluje pa tudi pri pravilnem zvitju oziroma doseganju stabilnosti in aktivnosti številnih 
onkoproteinov (npr. receptorske protein kinaze, transkripcijski faktorji in proteini, potrebni 
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pri prevajanju signalov), ki so ključni za doseganje za rakavo celico značilnih lastnosti (Slika 
7) (20, 29, 30). 
 
Slika 7: Stresna stanja, s katerimi se sooča rakava celica ter številni proteini in poti, ki jih regulira Hsp90. 
Prirejeno po (29). 
Ker so omenjeni substrati pri raku pogosto mutirani ali prekomerno izraženi, kar vpliva na 
tumorsko progresijo, je za njihovo zaščito in ustrezno stabilnost potrebna zvečana ekspresija 
Hsp90, ki je v rakavih celicah kar 2- do 10-krat višja kot pri normalnih celicah, to pa 
predstavlja ugodno okolje za nadaljnji razvoj bolezni (20, 30-32). V normalnih tkivih je 
Hsp90 prisoten v prostem stanju, v tumorjih pa se nahaja v obliki multišaperonskih 
kompleksov, pri čemer izraža višjo afiniteto do majhnih molekul, ki modelirajo ATPazno 
aktivnost. Ker so rakave celice močno odvisne od onkoproteinov, lahko inaktivacija 
posameznega onkoproteina pogosto vodi v zaustavitev celične delitve ali v celično smrt. 
Zato, pa tudi zaradi dejstva, da se zaviralci Hsp90 vežejo predvsem na Hsp90 v rakavi celici, 
so bili številni zaviralci Hsp90 zasnovani, testirani in vključeni v klinične študije z različnimi 
izidi (20, 32, 33). 
1.2.4 Zaviralci N-končne domene Hsp90 in odziv toplotnega šoka 
Zaviralci N-končne domene Hsp90 zavirajo ATPazno aktivnost Hsp90 preko kompetitivne 
vezave v ATP-vezavni žepek na NKD proteina, s čimer preprečijo vezavo in hidrolizo 
molekule ATP, kar vodi v proteasomsko razgradnjo substratnih proteinov (34, 35). Prvi 
odkrit zaviralec Hsp90 z močno protitumorsko aktivnostjo je bil benzokinon geldanamicin 
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(slika 8), izoliran iz Streptomyces hygroscopicus. Kmalu so ugotovili, da gre za spojino, ki 
je hepatotoksična, slabo topna ter in vivo nestabilna, kar je privedlo do razvoja derivatov 
geldanamicina (17-AAG: tanespimicin, 17-DMAG: alvespimicin (Slika 8), IPI-504: 
retaspimicin (Slika 8) in 17-AG/IPI-493) (34-36). Največ uspeha je z višjo afiniteto do tarče 
in znižano hepatotoksičnostjo kazala spojina IPI-504, ki je prišla že v III. fazo kliničnih 
študij, a je bil zaradi pomanjkanja učinkovitosti razvoj te spojine ustavljen (37). 
Naslednji odkrit naravni zaviralec je bil makrociklični antibiotik radicikol (Slika 8), izoliran 
iz gliv Monosporium bonorden in Monocillium nordinii. Ker gre za spojino, ki zaradi izredno 
hitrega metabolizma ne izraža in vivo aktivnosti, so bili razviti številni stabilnejši analogi, 
kot sta KF25706 in KF55823. Ker je rezorcinolni del radicikola potreben za zaviranje Hsp90, 
je predstavljal izhodišče za sintezo številnih nadalje razvitih spojin, kot so na primer KW-
2478, AT13387 (Slika 8), triazolni derivat Sta-9090, pirazolni derivat CCT018159 in 
izoksazolni derivat NVP-AUY922 (Slika 8). Prve popolnoma sintezne spojine so bili 
purinski derivati (npr. PU3, PUH71 (Slika 8), BIIB021 in Debio 0932), sledile pa so jim 
benzamidne spojine (npr. SNX-5422 in SNX-2112 (Slika 8)) (23, 36,38). 
 
Slika 8: Primeri zaviralcev N-končne domene Hsp90. Prirejeno po (35). 
Ena glavnih omejitev predstavljenih zaviralcev je sprožitev odziva toplotnega šoka (angl. 
»heat shock response«), ki se pojavi pri koncentraciji, ki je potrebna za razgradnjo substratov 
Hsp90 (Slika 9). Gre za preživetveni odziv v sklopu katerega pride, po vezavi zaviralca NKD 
Hsp90 na protein, do sprostitve faktorja toplotnega šoka 1 (HSF-1). Ta se po trimerizaciji in 
fosforilaciji translocira do jedra, kjer vpliva na zvišano izražanje šaperonov, kot so Hsp27, 
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Hsp40, Hsp70 in Hsp90, to pa vodi v odpornost rakavih celic na omenjene zaviralce. Tako 
je prišlo do razvoja zaviralcev C-končne domene Hsp90, ki v večini ne sprožijo odziva 
toplotnega šoka (18, 36, 39). 
 
Slika 9: Predviden mehanizem odziva toplotnega šoka. Prirejeno po (39). 
1.2.5 Zaviralci C-končne domene Hsp90 
Za razvoj zaviralcev CKD Hsp90 je bilo pomembno odkritje drugega ATP-vezavnega mesta 
na molekuli Hsp90, in sicer na njenem C-koncu. Tako je leta 2000 Neckers s sodelavci 
ugotovil, da se kumarinski antibiotiki novobiocin (Slika 10), klorobiocin in kumermicin A1 
vežejo na omenjeno vezavno mesto na CKD Hsp90 in tako alosterično modulirajo njegovo 
funkcijo (37, 40, 41). Ključna prednost, ki jo izkazuje novobiocin kot zaviralec CKD Hsp90, 
je, da ne sproži odziva toplotnega šoka, ki predstavlja glavno slabost zaviralcev NKD Hsp90. 
Kljub vsemu pa je bil tekom nadaljnjih raziskav odkrit dokaj omejen terapevtski potencial 
novobiocina, saj se je izkazalo, da gre za učinkovino s šibko vezavo v omenjeno vezavno 
mesto in da so za ustrezno učinkovitost le te potrebne zelo visoke koncentracije (IC50~700 
µM na celicah SKBr3). Nov cilj številnih raziskovalcev je tako postal odkriti nove analoge 
novobiocina z višjo zaviralno aktivnostjo (Slika 10) (40, 41). 
Študije, ki so sledile, so omogočile vpogled v razmerje med strukturo in delovanjem (SAR) 
in opredelile ključne strukturne elemente novobiocina, potrebne za zaviralno aktivnost 
Hsp90 (39, 40). To so: benzamidna stranska veriga, kumarinsko jedro in sladkor novioza 
(Slika 11). Benzamidni del je pomemben za tvorbo hidrofobnih interakcij z vezavnim 
mestom, modifikacije tega dela pa se izražajo v zvišanem antiproliferativnem delovanju. 
Tudi sladkor novioza je pomembna za tvorbo interakcij z Hsp90, modifikacije slednjega dela 
pa lahko pri analogih pomembno vplivajo na zvišano jakost in topnost. Kumarinsko jedro v 
molekuli novobiocina, ki je prav tako predmet številnih modifikacij, pa služi kot ogrodje, ki 
benzamidni in sladkorni del ustrezno umešča v vezavni žepek Hsp90 (30, 40).  
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Kmalu je prišlo do sinteze prvih analogov z izboljšanimi lastnostmi. Med prvimi sta bili 
spojina DHN1 (SKBr3, IC50~7,5 µM), z odsotno 4-hidroksi skupino na kumarinskem jedru 
in spojina DHN2 (SKBr3, IC50~0,5 µM), z odsotnima 4-hidroksi skupino na kumarinu in 3´-
karbamatom na sladkorju, obe z izrazito povišano jakostjo (Slika 10) (36, 39). Odkrite so 
bile tudi spojine KU-32, KU-596 in A4 z 70-krat višjo aktivnostjo od novobiocina. Za spojini 
KU-32 in KU-596 je bilo ugotovljeno, da lahko sprožita odziv toplotnega šoka, a v dosti 
nižjih koncentracijah, kot so potrebne za razgradnjo substratov Hsp90. Zaradi te lastnosti sta 
spojini zanimivi za razvoj učinkovin za zdravljenje nevrodegenerativnih bolezni, saj 
posredno sprožita indukcijo Hsp70, ta pa sodeluje pri zvitju denaturiranih proteinov, zniža 
nivoje nenormalnih proteinov in prepreči njihovo agregacijo ter tako deluje 
nevroprotektivno (18, 36, 42). Vzrok za takšno delovanje je lastnost spojin s kratko alkilno 
ali cikloalkilno skupino ob amidni vezi, da ne prekinejo interakcije med Hsp90α in Aha1. 
Aktivator Aha1 je košaperon, ki z vezavo na Hsp90 olajša ATP-azno aktivnost proteina, 
potrebno za proces pravilnega zvijanja substratov. Nasprotno pa spojine, ki imajo ob amidni 
vezi alkilno ali cikloalkilno skupino iz vsaj 5 ogljikovih atomov, prekinejo interakcijo med 
Hsp90α in Aha1, sprožijo razgradnjo substratnih proteinov Hsp90 in tako delujejo 
protitumorno (43). Nadaljnje študije so privedle do razvoja molekul, kot so KU135, KU174, 
KU675 in KU820, ki so nosilke močnega protitumornega delovanja (Slika 10) (39, 40). 
 
Slika 10: Primeri zaviralcev C-končne domene Hsp90. 
Tekom razvoja modificiranih analogov novobiocina so raziskovalci izvajali modifikacije 
tako na sladkornem delu, kot tudi na kumarinskem in benzamidnem delu (Slika 11). Za 
sladkor noviozo so ugotovili, da se lahko nadomesti z drugimi sladkorji oziroma sladkornimi 
nadomestki in jo tako zamenjali s številnimi cikličnimi in acikličnimi substituenti, ki 
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omogočajo tvorbo vodikovih vezi, pri čemer se je za najboljšo zamenjavo izkazal N-
metilpiperidinski obroč (18, 39, 42). Dodatno so benzamidni del nadomestili z bifenilno 
skupino (18). Sledeče raziskave so nakazale na možnost zamenjave kumarinskega jedra z 
drugimi aromati ali heteroaromati, med katerimi je zlasti bifenil izkazoval visoko 
antiproliferativno delovanje. Ker gre za fleksibilni strukturni del, lahko zavzame številne 
konformacije v vezavnem žepku, to pa omogoča številne dodatne interakcije s proteinom. 
Za ustrezno zaviralno aktivnost je potrebno torej centralno jedro, ki je planarno, a hkrati 
dovolj fleksibilno, pomembna pa je tudi razdalja med dušikovim atomom na N-
metilpiperidinu in amidom, ki bi naj znašala med 7,7 in 12,1 Å. Druge zamenjave 
kumarinskega jedra so bili na primer stilben, kinolin z alkilaminsko verigo na mestu 2 
(antiproliferativna aktivnost v submikromolarnem območju), bifenil z dodanim alkilaminom 
in fenilcikloheksilno jedro (submikromolarna antiproliferativna aktivnost na celičnih linijah 
raka dojke), pri čemer bi naj fleksibilen nasičen obroč fenilcikloheksila izboljšal interakcije 
med ligandom in receptorjem in zvišal topnost molekule (30, 40, 44). 
 
Slika 11: Primer optimizacije novobiocina. Prirejeno po (30). 
Med spojinami, ki niso analogi novobiocina, ampak izražajo inhibitorno aktivnost na Hsp90, 
so še epigalokatehin-3-galat (EGCG), ki ga najdemo v zelenem čaju, derivati sansalvamida 
A, alkilirajoči citostatik cisplatin, stabilizator mikrotubulov taksol in spojina 
penicisulfuranol A (PEN-A), ki se na CTD Hsp90 močno veže na mesto, ki ni enako 
vezavnemu mestu za ATP in prekine dimerizacijo Hsp90, s tem pa tudi funkcijo šaperona 
(37, 45). 
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2 NAMEN DELA 
C-končna domena proteina toplotnega šoka Hsp90 je tarča, s katero se v okviru projekta pod 
mentorjevim vodstvom aktivno ukvarjajo na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za 
farmacijo. S pomočjo racionalnega načrtovanja učinkovin so v sklopu iskanja novih 
zaviralcev omenjene tarče odkrili aktivno spojino TVS-21 (Slika 12). Spojina izkazuje 
citotoksičnost v nizkih mikromolarnih koncentracijah, tako na človeških celicah raka dojk 
MCF-7, kot tudi na človeških celicah raka jeter HepG2, kar pa je tudi razlog, da je postala 
predmet številnih poskusov optimizacije.  
  
Slika 12: Struktura aktivne spojine TVS-21. 
Optimizacija spojine TVS-21 je bila cilj tudi ene predhodnih magistrskih nalog, tekom 
katere so pripravili množico analogov, izmed katerih je spojina TVU-09 (Slika 13) 
izkazovala izboljšano citotoksično delovanje na človeških celicah raka jeter HepG2, visoko 
citotoksično delovanje pa je izražala tudi na več celičnih linijah limfoma (46).  
 
Slika 13: Struktura optimizirane spojine TVU-09. 
Cilj magistrske naloge bo sinteza novih zaviralcev C-končne domene Hsp90, pri čemer se 
bomo opirali predvsem na spojino TVU-09. Izvedli bomo modifikacijo levega in desnega 
dela molekule (Slika 14), kar nam bo služilo za pridobitev podatkov o povezavi med 
strukturo in delovanjem. Osrednji del, ki skrbi za ustrezno razdaljo med aromatskim 
področjem na levi ter bazičnim centrom na desni, bomo ohranili. Na skrajnem levem delu 
molekule bomo najprej uvedli 3,4-diklorofenilni obroč, ki je do sedaj izkazal največjo 
citotoksično aktivnost, optimizacijo molekule pa bomo izvedli tudi z ohranitvijo 3-
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klorofenilnega obroča in spremembo ostalih delov molekule ter z uvedbo 4-klorofenilnega 
obroča. Na koncu bomo uvedli še 4-fluorofenilni ter 4-bromofenilni obroč, ki nam bosta 
pomagala potrditi oziroma zavreči hipotezo o obstoju halogene vezi med tem delom 
molekule in vezavnim mestom. Hkrati bomo na levem delu molekule preverili vpliv 
usmerjenosti amida. Morfolinski obroč, ki je vir terciarnega amina na skrajni desni, bomo 
nadomestili s piperidinskim obročem, ki bo predstavljal sekundarni amin. Sočasno bomo 
opazovali vpliv dodatne -CH2 skupine na desnem delu molekule, ki vpliva na razdaljo med 
aromatom in bazičnim centrom. Na koncu bomo uvedli še 3,4-diklorofenilni obroč tudi na 
desni strani ter tako tvorili terciarni amin, saj je bilo z molekulskim modeliranjem v 
eksperimentalnem delu sočasno potekajoče magistrske naloge ugotovljeno, da se molekula 
s tovrstnim substituentom na desnem delu veliko bolje prilega v vezavno mesto.  
Vse končne, potencialno optimizirane spojine, bomo s testom metabolne aktivnosti 
ovrednotili na človeških celicah raka dojk MCF-7 ter na celicah difuznega velikoceličnega 
limfoma B U2932, SU-DHL-2, SU-DHL-10, WSU-DLCL2 in VAL. 
 
Slika 14: Načrt modifikacije spojine TVU-09. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
V okviru eksperimentalnega dela magistrske naloge smo uporabljali reagente in topila 
proizvajalcev Acros Organics, Fluka, Merck, Sigma-Aldrich, Alfa Aesar in TCI.  
3.2 KROMATOGRAFSKE METODE 
3.2.1 Tankoplastna kromatografija – TLC 
Tankoplastno kromatografijo (TLC oz. ang. thin layer chromatography) smo uporabili za 
sledenje poteka reakcij in preverjanje prisotnosti nečistot (izhodnih spojin in stranskih 
produktov reakcij) tekom izolacije in čiščenja produkta. S pomočjo TLC smo izbrali 
primerno mobilno fazo za čiščenje spojin s kolonsko kromatografijo. Kot stacionarno fazo 
smo uporabili plošče proizvajalca Merck DC Fertigplatten Kieselgel 60 F254, z 0,2 mm 
debelim nanosom silikagela, kot mobilno fazo pa smo uporabili različne kombinacije 
organskih topil v ustreznih razmerjih. Za detekcijo spojin na kromatografskih ploščah smo 
uporabili UV lučko z valovno dolžino 254 nm. Po potrebi smo plošče orosili z ustreznim 
orositvenim reagentom.  
3.2.2 »Flash« kolonska kromatografija 
Nekatere spojine smo po končani sintezi in izolaciji očistili s »flash« kolonsko 
kromatografijo. Glede na količino vzorca smo izbrali velikost steklene kolone. Kot 
stacionarno fazo smo uporabili silikagel z velikostjo delcev 0,040-0,063 mm, proizvajalca 
Merck, mobilno fazo pa smo pripravili iz različnih kombinacij organskih topil v različnih 
razmerjih, ki so navedena v sinteznih postopkih spojin. Hitrejši pretok mobilne faze smo 
dosegli z uporabo nadtlaka. Potek kolonske kromatografije oziroma elucijo produkta iz 
kolone smo spremljali s tankoplastno kromatografijo.  
3.2.3 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
Tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC – high-performance liquid 
chromatography) uporabljamo za kvalitativno, kot tudi za kvantitativno analizo vzorcev. 
HPLC analize so bile izvedene na aparaturi Agilent Technologies 1100 z uporabo G1365B 
UV-VIS detektorja, G1316A termostata in G1313A avtomatskega vzorčevalnika. Pri 
meritvah je bila uporabljena kolona Agilent Eclipse Plus C18 (5 µm, 4,6 × 150 mm), kot MF 
pa 0,1 % trifluoroocetna kislina (A) v vodi in acetonitril (B). Gradientna elucija MF: 2 minuti 
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95 % A, 90 % A do 10 % A v 12-ih minutah, 10 % A do 5 % A v 1 minuti in nato 5 minut 5 
% A; uporabljen pretok MF: 1,0 mL/min; volumen injiciranja: 10 µL. Valovna dolžina 
detekcije je bila 254 nm. 
3.3 SPEKTROSKOPSKE METODE 
3.3.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Strukturo sintetiziranih spojin smo potrdili s pomočjo jedrske magnetne resonance. 1H NMR 
spektre smo posneli na spektrometru Bruker Avance III 400 pri 400 MHz. Vzorce smo 
raztopili v devteriranem kloroformu (CDCl3), devteriranem dimetilsulfoksidu (DMSO-d6) 
ali devteriranem metanolu (MeOD-d4). Kot interni standard smo uporabili tetrametilsilan 
(TMS). Spektre smo analizirali s pomočjo računalniškega programa MestReNova, 
proizvajalca Mestrelab Research S.L. 
3.3.2 Masna spektrometrija (MS) 
Masne spektre vseh vmesnih spojin smo posneli na spektrometru Advion expression CMLS 
s tehniko ESI. Vse končne spojine smo analizirali na masnem spektrometru visoke ločljivosti 
ExactiveTM Plus Orbitrap Mass Spectrometer s tehniko HRMS. 
3.4 DOLOČANJE TALILNEGA INTERVALA 
Spojinam v kristaliničnem stanju smo določili talilni interval na Kofflerjevem mikroskopu 
Leica z ogrevalno mizico. 
3.5 PROGRAMSKA OPREMA 
3.5.1 Nomenklatura in risanje spojin 
Za risanje strukturnih formul spojin, reakcijskih shem in za poimenovanje spojin po 
nomenklaturi IUPAC smo uporabili program ChemBioDraw Professional 16.0 podjetja 
CambridgeSoft. 
3.6 TEST METABOLNE AKTIVNOSTI 
Test metabolne aktivnosti (test MTS) na celicah raka dojk MCF-7 je izvedla Živa Zajec, 
mag. farm., zaposlena na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo. Test MTS 
je test, ki je zasnovan na uporabi tetrazolijeve soli na predhodno gojenih in presajenih 
celicah. Reagent vsebuje MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol), ki se ob prisotnosti reducirajočih molekul NADH in 
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NADPH pretvori oziroma reducira v vodotopen in obarvan formazan. Omenjene 
reducirajoče molekule so prisotne le v celicah, ki so metabolno aktivne, tvorba formazana 
pa je premosorazmerna številu metabolno aktivnih celic. To nam omogoča, da lahko z 
merjenjem absorbance nastalega formazana pri 492 nm določimo delež metabolno aktivnih 
celic v kulturi ter ob predpostavki, da metabolna aktivnost celic pogosto (ne pa vedno) 
korelira z živostjo celic, sklepamo na citotoksičnost naših spojin. Pri tem gre za obratno 
sorazmerje: bolj, kot se tretiranim celicam zniža metabolna aktivnost, na večjo citotoksičnost 
uporabljene spojine lahko sklepamo. V nadaljevanju bomo tako za lažje sledenje besedilu 
uporabljali termin »citotoksičnost«, je pa vsekakor vredno še enkrat omeniti, da smo na 
citotoksičnost spojin v obliki IC50 potencialno aktivnih spojin sklepali na osnovi učinka na 
metabolno aktivnost celic, za dejansko določitev citotoksičnosti pa bi bili potrebni še dodatni 
testi, s katerimi bi določili število živih celic. 
Test metabolne aktivnosti (test MTT) na celicah difuznega velikoceličnega limfoma B, brez 
drugih oznak, tipa aktiviranih limfocitov B (ABC-DLBLC): U2932, SU-DHL-2, ter tipa 
limfocitov B germinalnega centra (GCB-DLBLC): SU-DHL-10, WSU-DLCL2 in VAL je 
izvedel dr. Eugenio Gaudio, PhD, na Institute of Oncology Research v Bellinzoni v Švici. 
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4 EKSPERIMENTALNI DEL 
4.1 SPLOŠNI SINTEZNI POSTOPKI 
4.1.1 Splošni postopek A 
V bučko smo natehtali kislino (1,0 mmol) in jo raztopili v N,N-dimetilformamidu (2 mL). 
Med mešanjem smo dodali 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid (1,2 mmol), 1-
hidroksibenzotriazol (1,3 mmol) in N-metilmorfolin (2 mmol). Na koncu smo dodali še amin 
(1,0 mmol). Dobili smo bistro raztopino, ki smo jo mešali pri sobni temperaturi 1 dan.   
4.1.2 Splošni postopek B 
Spojino, sintetizirano po splošnem postopku A (1,0 mmol) smo raztopili v diklorometanu 
(10 mL), po kapljicah dodali trifluorocetno kislino (10 mmol) in mešali pri sobni temperaturi 
vsaj 1 dan oziroma dokler s tankoplastno kromatografijo nismo potrdili konca reakcije.  
4.1.3 Splošni postopek C 
V bučko smo natehtali spojino, sintetizirano po splošnem postopku B (0,5 mmol) in aldehid 
(0,5 mmol), raztopili v MeOH (10 mL), dodali kapljico ocetne kisline ter mešali 2 uri pri 
sobni temperaturi. Nato smo dodali NaCNBH3 (0,55 mmol) ter pustili mešati pri sobni 
temperaturi vsaj 1 dan. Pod znižanim tlakom smo odstranili MeOH in produkt čistili s 
kolonsko kromatografijo. 
4.1.4 Splošni postopek D 
V bučko s spojino, pridobljeno po sinteznem postopku C (1 mmol) smo dodali 1 M HCl v 
CH3COOH (10 mmol) in pustili mešati čez noč.  
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4.2 SINTEZA GRADNIKOV LEVEGA DELA MOLEKULE (AMINI) 
4.2.1 Sinteza 3,4-dikloro-N-(piperidin-4-il)benzamida (2) 
 
Sinteza terc-butil 4-(3,4-diklorobenzamido)piperidin-1-karboksilata (1) 
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku A iz 3,4-diklorobenzojske kisline (1,0 g, 5,24 
mmol) in terc-butil 4-aminopiperidin-1-karboksilata (1,05 g, 5,24 mmol). Potek reakcije 
smo preverili s TLC. Vsebino bučke smo prenesli v lij ločnik z EtOAc (70 mL). Organsko 
fazo smo spirali z 1% citronsko kislino (2 × 30 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 30 
mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 30 mL). Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim 
Na2SO4, filtrirali ter topilo uparili pod znižanim tlakom.  
Izolirali smo 1,285 g spojine 1. Izkoristek reakcije: 65,9 %; bela trdna snov; Rf (EtOAC:Hex 
= 1:1) = 0,39; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,84 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H-2), 7,58 (dd, J1 
= 8,3 Hz, J2 = 2,1 Hz, 1H, Ar-H-6), 7,51 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Ar-H-5), 5,94 (d, J = 7,6 Hz, 
1H, -CO-NH-), 4,01 – 4,18 (m, 3H, CH, CH2), 2,90 (t, J = 12,3 Hz, 2H, CH2), 1,96 – 2,08 
(m, 2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3), 1,35 – 1,44 (m, 2H, CH2) ppm; MS (ESI-) m/z = 371,1 
([M-H]-). 
Sinteza 3,4-dikloro-N-(piperidin-4-il)benzamida (2) 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku B iz spojine 1 (1,235 g, 3,31 mmol). 
Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi 1 dan. Potek ni bil popoln, zato smo 
dodali dodatno količino TFA (1,25 mL, 16,5 mmol) za hitrejši potek reakcije. Ker smo se 
tekom izolacije želeli znebiti preostanka izhodne spojine, smo k reakcijski zmesi dodali 
destilirano vodo (10 mL) in DKM (10 mL). Fazi smo ločili z lij ločnikom in vodno fazo 
ponovno sprali z DKM (20 mL). Glede na TLC smo opazili, da je prišlo med ekstrakcijo do 
uhajanja produkta v organsko fazo, v vodni fazi pa je bila še vedno prisotna izhodna spojina, 
zato smo vodno fazo naalkalili do pH=14 (nenabit produkt prehaja iz vodne v organsko fazo) 
z 2 M NaOH (30 mL), združili z organsko fazo iz predhodne ekstrakcije ter ponovno ločili 
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fazi. Vodno fazo smo ekstrahirali z DKM (2 × 15 mL). Tekom ekstrakcije je prišlo v organski 
fazi do nastajanja kristalov produkta, zato smo nekaj topila uparili pod znižanim tlakom in 
bučko z našim produktom postavili čez noč v hladilnik. Naslednji dan smo nastale kristale 
odfiltrirali s presesavanjem ter produkt do konca posušili pod znižanim tlakom.  
Dobili smo 0,499 g spojine 2. Izkoristek reakcije: 55,2 %; beli kristali; Ttal: 152-158 °C; Rf 
(EtOAC:Hex = 1:1) = 0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,84 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H-2), 
7,58 (dd, J1 = 8,3 Hz, J2 = 2,1 Hz, 1H, Ar-H-6), 7,51 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Ar-H-5), 5,92 (d, J 
= 7,0 Hz, 1H, -CO-NH-), 3,95 – 4,13 (m, 1H, CH), 3,12 (dt, J1 = 12,4 Hz, J2 = 3,1 Hz, 2H, 
CH2), 2,75 (td, J1 = 12,4 Hz, J2 = 2,5 Hz, 2H, CH2), 2,03 (d, J = 9,4 Hz, 2H, CH2), 1,32 – 
1,49 (m, 2H, CH2) ppm; signal za -NH- se ne vidi v spektru; MS (ESI+) m/z = 273,0 
([M+H]+). 
4.2.2 Sinteza N-(3,4-diklorofenil)piperidin-4-karboksamida (4) 
 
Sinteza terc-butil 4-((3,4-diklorofenil)karbamoil)piperidin-1-karboksilata (3) 
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku A iz 3,4-dikloroanilina (1,00 g, 6,17 mmol) in 
1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-karboksilne kisline (1,42 g, 6,17 mmol). Vsebino bučke 
smo prenesli v lij ločnik z EtOAc (70 mL). EtOAc smo spirali z 1% citronsko kislino (2 × 
30 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 30 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 30 mL). 
Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali ter uparili EtOAc pod 
znižanim tlakom. Dobili smo rjav oljnat produkt, ki smo ga očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF DKM:MeOH = 40:1).  
Dobili smo 328 mg spojine 3. Izkoristek reakcije: 14,3%; bela trdna snov; Rf (DKM:MeOH 
= 20:1) = 0,36; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,78 (d, J = 2,3 Hz, 1H, -NH-CO-), 7,37 (d, 
J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H-5), 7,32 (dd, J1 = 8,7 Hz, J2 = 2,4 Hz, 1H, Ar-H-6), 7,18 (s, 1H, Ar-H-
2), 4,18 (s, 2H, CH2), 2,79 (t, J = 11,8 Hz, 2H, CH2), 2,37 (tt, J1 = 11,5 Hz, J2 = 3,8 Hz, 1H, 
CH), 1,89 (d, J = 11,3 Hz, 2H, CH2), 1,67 – 1,79 (m, 2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3) ppm; 
MS (ESI-) m/z = 371,1 ([M-H]-). 
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Sinteza N-(3,4-diklorofenil)piperidin-4-karboksamida (4) 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku B iz spojine 3 (249,0 mg, 0,667 mmol). 
Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi en dan, nato pa za hitrejši potek reakcije 
dodali TFA (0,25 mL, 3,34 mmol). S TLC smo spremljali nadaljnji potek reakcije in po 
skoraj popolnem poteku šli v izolacijo. V bučko smo dodali destilirano vodo (2 mL) in 
naalkalili do pH=14 z 2 M NaOH (8 mL). Vsebino bučke smo prenesli v lij ločnik ter ločili 
fazi. Vodno fazo smo ekstrahirali z DKM (4 × 5 mL). Organsko fazo smo nato posušili nad 
brezvodnim Na2SO4, filtrirali in odstranili DKM pod znižanim tlakom. 
Dobili smo 158 mg spojine 4. Izkoristek reakcije: 86,3%; siva oborina; Rf (EtOAc:Hex = 
1:1) = 0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,79 (s, 2H, Ar-H, -NH-CO-), 7,29 – 7,44 (m, 2H, 
2 × Ar-H), 3,18 (d, J = 12,4 Hz, 2H, CH2), 2,57 – 2,72 (m, 2H, CH2), 2,39 (tt, J1 = 11,6 Hz, 
J2 = 3,7 Hz, 1H, CH), 1,98 (s, 1H, -NH-), 1,88 (d, J = 12,3 Hz, 2H, CH2), 1,71 (qd, J1 = 12,3 
Hz, J2 = 3,9 Hz, 2H, CH2) ppm; 
13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 29,71, 36,48, 44,66, 45,84, 
119,13, 121,62, 127,31, 130,42, 130,70, 132,68, 137,53, 173,61 ppm; MS (ESI+) m/z = 
272,9 ([M+H]+). 
4.2.3 Sinteza N-(3-klorofenil)piperidin-4-karboksamida (6) 
 
Sinteza terc-butil 4-((3-klorofenil)karbamoil)piperidin-1-karboksilata (5) 
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku A iz 3-kloroanilina (1,65 mL, 15,68 mmol) in  
1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-karboksilne kisline (3,59 g, 15,68 mmol). Vsebino 
bučke smo prenesli v lij ločnik z EtOAc (140 mL). EtOAc smo ekstrahirali z 1% citronsko 
kislino (2 × 60 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 60 mL) in nasičeno raztopino NaCl 
(1 × 60 mL). Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali ter odstranili 
topilo pod znižanim tlakom. Oljnat produkt temno rjave barve smo očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF DKM:MeOH = 20:1). Posebej smo združili frakcije 5-9 in 10-12 ter 
vsem odstranili topilo pod znižanim tlakom. Frakcije 5-9 so ob produktu še vedno vsebovale 
nekaj izhodnega 3-kloroanilina, zato smo ponovno izvedli kolonsko kromatografijo (MF 
DKM, po eluirani nečistoti pa MF DKM:MeOH = 9:1).  
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Skupno smo dobili 1,90 g spojine 5. Izkoristek reakcije: 35,9%; svetlo roza trdna snov; Rf 
(DKM:MeOH = 20:1) = 0,40; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,65 (s, 1H, -NH-CO-), 7,29 – 
7,36 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,23 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H-5), 7,08 (ddd, J1 = 8,0 Hz, J2 = 1,9 
Hz, J3 = 0,9 Hz, 1H, Ar-H), 4,17 (s, 2H, CH2), 2,79 (t, J = 11,8 Hz, 2H, CH2), 2,38 (tt, J1 = 
11,4 Hz, J2 = 3,8 Hz, 1H, CH), 1,89 (d, J = 10,9 Hz, 2H, CH2), 1,68 – 1,79 (m, 2H, CH2), 
1,47 (s, 9H, 3 × CH3) ppm; MS (ESI-) m/z = 337,1 ([M-H]
-). 
Sinteza N-(3-klorofenil)piperidin-4-karboksamida (6) 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku B iz spojine 5 (1,79 g, 5,28 mmol). 
Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi čez vikend. Ker smo se poskusili znebiti 
minimalnega preostanka izhodne spojine, smo dodali destilirano vodo (15 mL), sprali bučko 
z DKM (15 mL) ter z lij ločnikom ločili fazi. Vodno fazo smo naalkalili do pH=14 z 2 M 
NaOH (20 mL) ter ekstrahirali z DKM (4 × 50 mL). Organsko fazo smo posušili nad 
brezvodnim Na2SO4, filtrirali in odstranili topilo pod znižanim tlakom.  
Dobili smo 360 mg spojine 6. Izkoristek reakcije: 28,6%; belo strjeno olje; Rf (EtOAc:Hex 
= 1:1) = 0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,67 (s, 1H, -NH-CO-), 7,35 (dd, J1 = 8,2 Hz, J2 
= 1,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,29 (s, 1H, Ar-H), 7,22 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H-5), 7,07 (ddd, J1 = 
8,0 Hz, J2 = 1,9 Hz, J3 = 0,9 Hz, 1H, Ar-H), 3,18 (dt, J1 = 12,4 Hz, J2 = 3,3 Hz, 2H, CH2), 
2,67 (td, J1 = 12,3 Hz, J2 = 2,6 Hz, 2H, CH2), 2,31 – 2,42 (m, 1H, CH), 1,90 (d, J = 12,6 Hz, 
2H, CH2), 1,75 (dd, J1 = 11,9 Hz, J2 = 4,0 Hz, 2H, CH2) ppm; signala za -NH- se ne vidi; 
MS (ESI+) m/z = 239,1 ([M+H]+). 
4.2.4 Sinteza N-(4-klorofenil)piperidin-4-karboksamida (8) 
 
Sinteza terc-butil 4-((4-klorofenil)karbamoil)piperidin-1-karboksilata (7) 
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku A iz 4-kloroanilina (2,00 g, 15,68 mmol) in 1-
(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-karboksilne kisline (3,59 g, 15,68 mmol). Vsebino bučke 
smo prenesli v lij ločnik z EtOAc (140 mL). Organsko fazo smo sprali z 1% citronsko kislino 
(2 × 60 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 60 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 60 
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mL). Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali ter uparili topilo pod 
znižanim tlakom. Produkt rumene barve smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF DKM in 
MF EtOAc).  
Dobili smo 3,174 g spojine 7. Izkoristek reakcije: 59,8%; bela trdna snov; Rf (DKM:MeOH 
= 20:1) = 0,38; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,47 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,28 (d, J 
= 8,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,13 (s, 1H, -NH-CO-), 4,13 – 4,27 (m, 2H, CH2), 2,73 – 2,86 (m, 
2H, CH2), 2,37 (tt, J1 = 11,5 Hz, J2 = 3,8 Hz, 1H, CH), 1,90 (d, J = 13,2 Hz, 2H, CH2), 1,68 
– 1,80 (m, 2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3) ppm; MS (ESI-) m/z = 337,1 ([M-H]
-). 
Sinteza N-(4-klorofenil)piperidin-4-karboksamida (8) 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku B iz spojine 7 (3,124 g, 9,22 mmol). 
Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi čez vikend. Dodali smo destilirano vodo 
(30 mL) in DKM (30 mL). Z lij ločnikom smo ločili fazi. Vodno fazo smo naalkalili do 
pH=14 z 2 M NaOH (40 mL) in jo sprali z DKM (4 × 100 mL). Organsko fazo smo posušili 
nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali in pod znižanim tlakom uparili DKM.  
Dobili smo 755 mg spojine 8. Izkoristek reakcije: 34,3%; bela trdna snov; Rf (EtOAc:Hex = 
1:1) = 0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,47 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,28 (d, J = 8,9 
Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,17 (s, 1H, -NH-CO-), 3,19 (dt, J1 = 12,4 Hz, J2 = 3,2 Hz, 2H, CH2), 
2,67 (td, J1 = 12,3 Hz, J2 = 2,5 Hz, 2H, CH2), 2,36 (tt, J1 = 11,7 Hz, J2 = 3,8 Hz, 1H, CH), 
1,91 (d, J = 12,5 Hz, 2H, CH2), 1,65 – 1,77 (m, 2H, CH2) ppm; signala za -NH- se ne vidi; 
MS (ESI+) m/z = 239,0 ([M+H]+). 
4.2.5 Sinteza N-(4-bromofenil)piperidin-4-karboksamida (10) 
 
Sinteza terc-butil 4-((4-bromofenil)karbamoil)piperidin-1-karboksilata (9) 
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku A iz 4-bromoanilina (1,50 g, 8,72 mmol) in 1-
(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-karboksilne kisline (2,00 g, 8,72 mmol). Reakcijsko zmes 
svetlo rumene barve smo tokrat mešali pri sobni temperaturi dva dni. Vsebino bučke smo 
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prenesli v lij ločnik z EtOAc (80 mL). EtOAc smo ekstrahirali z 1% citronsko kislino (2 × 
30 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 30 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 30 mL). 
Ker je glede na TLC produkt bil še vedno nečist, smo EtOAc sprali še z 2 M NaOH (2 × 30 
mL) in ponovno z nasičeno raztopino NaCl (1 × 30 mL). Organsko fazo smo posušili nad 
brezvodnim Na2SO4, filtrirali ter odstranili EtOAc pod znižanim tlakom. Dobili smo rjavo 
olje. Glede na TLC je bil produkt še vedno zelo nečist, zato smo poskusili izvesti 
kristalizacijo. Dodali smo majhen volumen EtOAc, da se je produkt raztopil (5 mL) in ob 
mešanju bučko postavili na led. Prišlo je do obarjanja produkta, ki smo ga odfiltrirali s 
presesavanjem, dobro sprali s heksanom, ponovno odfiltrirali s presesavanjem ter čist 
produkt posušili pod znižanim tlakom.  
Dobili smo 583 mg spojine 9. Izkoristek reakcije: 17,5%; beli kristali; Ttal: 164-167 °C; Rf 
(DKM:MeOH = 20:1) = 0,45; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,39 – 7,46 (m, 4H, 4 × Ar-H), 
7,11 (s, 1H, -NH-CO-), 4,14 – 4,26 (m, 2H, CH2), 2,74 – 2,84 (m, 2H, CH2), 2,37 (tt, J1 = 
11,1 Hz, J2 = 3,8 Hz, 1H, CH), 1,90 (d, J = 13,9 Hz, 2H, CH2), 1,68 – 1,79 (m, 2H, CH2), 
1,47 (s, 9H, 3 × CH3) ppm; MS (ESI-) m/z = 381,2 ([M-H]
-). 
Sinteza N-(4-bromofenil)piperidin-4-karboksamida (10) 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku B iz spojine 9 (565,0 mg, 1,47 mmol). 
Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi čez vikend. Ker glede na TLC reakcije ni 
potekla do konca, smo dodali še nekaj TFA (0,6 mL, 7,37 mmol), počakali 1 h in naredili 
izolacijo. V bučko smo dodali destilirano vodo (5 mL) in 2 M NaOH do pH=14 (20 mL). 
Vsebino bučke smo prenesli v lij ločnik in ločili fazi. Vodno fazo smo ekstrahirali z DKM 
(3 × 15 mL). Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali in uparili topilo 
pod znižanim tlakom.  
Dobili smo 305 mg spojine 10. Izkoristek reakcije: 73,1%; svetlo rjava trdna snov; Rf 
(EtOAc:Hex = 1:1) = 0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,43 (s, 4H, 4 × Ar-H), 7,13 (s, 1H, 
-NH-CO-), 3,15 – 3,22 (m, 2H, CH2), 2,67 (td, J1 = 12,3 Hz, J2 = 2,5 Hz, 2H, CH2), 2,36 (tt, 
J1 = 11,7 Hz, J2 = 3,9 Hz, 1H, CH), 1,91 (d, J = 12,9 Hz, 2H, CH2), 1,71 (ddd, J1 = 16,1 Hz, 
J2 = 12,5 Hz, J3 = 4,1 Hz, 2H, CH2) ppm; signala za -NH- se ne vidi; MS (ESI+) m/z = 283,0 
([M+H]+). 
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4.2.6 Sinteza N-(4-fluorofenil)piperidin-4-karboksamida (12) 
 
Sinteza terc-butil 4-((4-fluorofenil)karbamoil)piperidin-1-karboksilata (11) 
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku A iz 4-fluoroanilina (1,30 mL, 13,50 mmol) in 
1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-karboksilne kisline (3,09 g, 13,5 mmol). Vsebino bučke 
smo prenesli v lij ločnik z EtOAc (120 mL). EtOAc smo sprali z 1% citronsko kislino (2 × 
45 mL), nasičeno raztopino NaHCO3 (2 × 45 mL) in nasičeno raztopino NaCl (1 × 45 mL). 
Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali ter odstranili EtOAc pod 
znižanim tlakom. Trden produkt rjave barve smo očistili s kristalizacijo. Ob segrevanju in 
mešanju smo produkt raztopili v minimalni količini EtOAc (15 mL). Nato smo pri sobni 
temperaturi ob mešanju dodali heksan, da se je nekaj produkta oborilo ter ga odfiltrirali s 
presesavanjem in sprali s heksanom. Po razvitju TLC kromatograma smo videli, da je v 
matičnici prisotnega še vedno nekaj produkta, zato smo bučko z matičnico dali v hladilnik 
za 2 dni, nato pa oborjen produkt odfiltrirali s presesavanjem, sprali s heksanom in ponovno 
odfiltrirali s presesavanjem. Oborini smo združili in preostanek topila odstranili pod 
znižanim tlakom. 
Dobili smo 2,868 g spojine 11. Izkoristek reakcije: 65,9%; beli kristali; Ttal: 141-144 °C; Rf 
(DKM:MeOH = 20:1) = 0,38; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,44 – 7,49 (m, 2H, 2 × Ar-H), 
7,11 (s, 1H, -NH-CO-), 6,98 – 7,05 (m, 2H, 2 × Ar-H), 4,11 – 4,25 (m, 2H, CH2), 2,73 – 
2,85 (m, 2H, CH2), 2,37 (tt, J1 = 11,4 Hz, J2 = 3,8 Hz, 1H, CH), 1,90 (d, J = 11,9 Hz, 2H, 
CH2), 1,68 – 1,79 (m, 2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3) ppm; MS (ESI-) m/z = 321,3 ([M-H]
-
). 
Sinteza N-(4-fluorofenil)piperidin-4-karboksamida (12) 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku B iz spojine 11 (2,80 g, 8,69 mmol). Tokrat 
smo že v začetku dodali več TFA (10 mL, 130,3 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri 
sobni temperaturi 1 dan. V bučko smo dodali destilirano vodo (40 mL) in zmes naalkalili do 
pH=14 z 2 M NaOH (160 mL). Vsebino bučke smo prenesli v lij ločnik in ločili fazi. Vodno 
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fazo smo sprali z DKM (3 × 125 mL). Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim Na2SO4, 
filtrirali in odstranili topilo pod znižanim tlakom.  
Dobili smo 1,61 g spojine 12. Izkoristek reakcije: 83,2%; bela trdna snov; Rf (EtOAc:Hex = 
1:1) = 0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,44 – 7,51 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,12 (s, 1H, -NH-
CO-), 6,98 – 7,05 (m, 2H, 2 × Ar-H), 3,15 – 3,22 (m, 2H, CH2), 2,67 (td, J1 = 12,3 Hz, J2 = 
2,5 Hz, 2H, CH2), 2,36 (tt, J1 = 11,8 Hz, J2 = 3,8 Hz, 1H, CH), 1,91 (d, J = 13,0 Hz, 2H, 
CH2), 1,66 – 1,77 (m, 2H, CH2) ppm; signala za -NH- se ne vidi; MS (ESI+) m/z = 223,1 
([M+H]+). 
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4.3 SINTEZA GRADNIKOV DESNEGA DELA MOLEKULE 
(ALDEHIDI) 
4.3.1 Sinteza terc-butil 4-((4-formilfenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata 
Sintezo prvega gradnika desnega dela molekule, terc-butil 4-((4-
formilfenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata, ki smo ga uporabili pri sintezi končnih spojin, 
je v okviru svojega raziskovanja pripravila Živa Zajec, mag. farm., zaposlena na Katedri za 
farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo. 
4.3.2 Sinteza terc-butil 4-(4-formilfenoksi)piperidin-1-karboksilata (13) 
 
V bučko smo natehtali vse trdne spojine: 4-hidroksibenzaldehid (1,00 g, 8,19 mmol), terc-
butil 4-hidroksipiperidin-1-karboksilat (1,65 g, 8,19 mmol) in trifenilfosfin (2,81 g, 10,65 
mmol). Bučko smo prepihali z argonom, nato pa dodali brezvodni tetrahidrofuran (41 mL). 
Reakcijsko zmes smo ohladili na 0 °C in po kapljicah dodali diizopropil azodikarboksilat 
(2,1 mL, 10,65 mmol) ter pustili mešati na ledeni kopeli v argonovi atmosferi čez noč. Potek 
reakcije smo spremljali s TLC. Topilo smo odstranili pod znižanim tlakom in produkt očistili 
s kolonsko kromatografijo (MF EtOAc:Hex = 1:4 in MF EtOAc:Hex = 1:2). Čistim 
frakcijam produkta smo uparili topilo pod znižanim tlakom.  
Dobili smo 465 mg spojine 13. Izkoristek reakcije: 18,6%; belo strjeno olje; Rf (EtOAc:Hex 
= 1:2) = 0,31; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 9,88 (s, 1H, CHO), 7,83 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 
× Ar-H), 7,00 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,55 – 4,63 (m, 1H, CH), 3,64 – 3,75 (m, 2H, 
CH2), 3,32 – 3,42 (m, 2H, CH2), 1,90 – 2,01 (m, 2H, CH2), 1,73 – 1,83 (m, 2H, CH2), 1,47 
(s, 9H, 3 × CH3) ppm; 
13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 14,12, 22,65, 28,43, 30,34, 31,59, 
72,41, 79,78, 115,75, 129,98, 132,07, 154,78, 162,43, 190,70 ppm; MS (ESI+) m/z = 328,2 
([M+Na]+). 
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diklorobenzamido)piperidinijevega acetata (14) 
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku C iz terc-butil 4-((4-
formilfenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata (100,0 mg, 0,313 mmol) in spojine 2 (85,52 
mg, 0,313 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi 1 dan. Razvili smo 
TLC kromatogram in opazili, da reakcija še ni potekla do konca, zato smo pustili mešati še 
3 dni (čez vikend). Pod znižanim tlakom smo uparili MeOH ter produkt očistili s kolonsko 
kromatografijo (MF DKM:MeOH = 20:1). Izolirali smo prozoren oljnat produkt v obliki soli 
z ocetno kislino, ki se je počasi strdil.  
Dobili smo 183 mg spojine 14. Izkoristek reakcije: 91,8%; belo strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH = 20:1) = 0,29; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,92 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H-
2), 7,65 (dd, J1 = 8,4 Hz, J2 = 2,1 Hz, 1H, Ar-H-6), 7,46 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Ar-H-5), 7,31 
(d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,13 (d, J = 8,1 Hz, 1H, -CO-NH-), 6,90 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 
× Ar-H), 4,08 – 4,27 (m, 3H, CH, CH2), 3,96 (s, 2H, -N-CH2-Ph), 3,80 (d, J = 6,3 Hz, 2H, 
Ph-O-CH2), 3,36 (d, J = 12,0 Hz, 2H, CH2), 2,59 – 2,81 (m, 4H, 2 × CH2), 2,07 – 2,18 (m, 
4H, 2 × CH2), 2,05 (s, 3H, CH3COOH), 1,89 – 1,99 (m, 1H, CH), 1,81 (d, J = 12,7 Hz, 2H, 
CH2), 1,46 (s, 9H, 3 × CH3), 1,20 – 1,32 (m, 2H, CH2) ppm; 
13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 
21,87, 28,47, 28,84, 29,14, 36,14, 45,28, 51,39, 51,43, 53,44, 60,84, 72,43, 79,49, 115,01, 
122,02, 126,39, 129,47, 130,50, 132,10, 132,95, 133,72, 136,03, 154,88, 159,99, 164,93, 
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Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku D iz spojine 14 (160,0 mg, 0,251 mmol). 
Potek reakcije smo preverili z LC-MS. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom, dodali malo 
dietil etra, ki olajša uparevanje ocetne kisline ter ponovno uparili pod znižanim tlakom. Nato 
smo produkt pretvorili v nenabito obliko. Raztopili smo ga v DKM (10 mL) in naalkalili do 
pH=14 z 1 M NaOH (10 mL). Vsebino bučke smo prenesli v lij ločnik ter izvedli ekstrakcijo 
z DKM (5 × 20 mL). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali in uparili 
topilo pod znižanim tlakom.  
Dobili smo 58 mg spojine 15. Izkoristek reakcije: 48,44%; bela trdna snov; Rf (DKM:MeOH 
= 20:1) = 0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,83 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H-2), 7,56 (dd, J1 = 
8,3 Hz, J2 = 2,0 Hz, 1H, Ar-H-6), 7,50 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Ar-H-5), 7,21 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 
2 × Ar-H), 6,84 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 5,85 – 5,94 (m, 1H, -CO-NH-), 3,91 – 4,02 
(m, 1H, CH), 3,78 (d, J = 6,3 Hz, 2H, Ph-O-CH2), 3,45 (s, 2H, -N-CH2-Ph), 3,12 (d, J = 12,2 
Hz, 2H, CH2), 2,84 (d, J = 11,8 Hz, 2H, CH2), 2,65 (td, J1 = 12,1 Hz, J2 = 2,4 Hz, 2H, CH2), 
2,14 (t, J = 11,4 Hz, 2H, CH2), 2,00 (d, J = 11,6 Hz, 2H, CH2), 1,87 – 1,95 (m, 1H, CH), 
1,83 (d, J = 12,6 Hz, 2H, CH2), 1,69 (s, 1H, -NH-), 1,48 – 1,57 (m, 2H, CH2), 1,27 (qd, J1 = 
12,3 Hz, J2 = 4,1 Hz, 2H, CH2) ppm; HRMS (ESI+) za C25H32Cl2N3O2 (M+H
+): izračunan 
476,18661; izmerjen 476,18632; HPLC: tR = 1,45 min, čistota: 96,6 %. 








Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku C iz terc-butil 4-((4-
formilfenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata (100,0 mg, 0,313 mmol) in spojine 4 (85,52 
mg, 0,313 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi 1 dan. S TLC 
preverimo potek reakcije. V reakcijski zmesi je bilo prisotnega malo produkta, zato smo jo 
pustili mešati do naslednjega dne. Potek še vedno ni bil popoln, zato smo reakcijo pustili 
potekati še 3 dni, nato pa uparili topilo pri znižanem tlaku. Produkt smo čistili s kolonsko 
kromatografijo (MF DKM:MeOH = 20:1).  
Dobili smo 106 mg spojine 16. Izkoristek reakcije: 58,7%; belo strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH = 20:1) = 0,17; 1H NMR (400 MHz, DMSO) δ 10,13 (s, 1H, -NH-CO-), 8,01 
(d, J = 2,3 Hz, 1H, Ar-H-2), 7,54 (d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar-H-5), 7,48 (dd, J1 = 8,9 Hz, J2 = 2,4 
Hz, 1H, Ar-H-6), 7,19 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,87 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 
3,97 (d, J = 12,1 Hz, 2H, CH2), 3,81 (d, J = 6,4 Hz, 2H, Ph-O-CH2), 3,37 (s, 2H, -N-CH2-
Ph), 2,70 – 2,87 (m, 4H, 2 × CH2), 2,20 – 2,30 (m, 1H, CH), 1,84 – 1,96 (m, 3H, CH, CH2), 
1,74 (d, J = 12,2 Hz, 4H, 2 × CH2), 1,56 – 1,67 (m, 2H, CH2), 1,40 (s, 9H, 3 × CH3), 1,08 – 
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Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku D iz spojine 16 (86,0 mg, 0,149 mmol). 
Potek reakcije smo preverili z LC-MS. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom, dodali malo 
dietil etra in ponovno uparili topilo pod znižanim tlakom. Dobili smo rumeno strjeno olje. 
Spojino smo raztopili v DKM (10 mL) in naalkalili do pH=14 z 1 M NaOH (5 mL). Vsebino 
bučke smo prenesli v lij ločnik in ekstrahirali z DKM (15 mL). Ker so v vodni fazi ostale 
strjene oljne kapljice, smo predvidevali, da je naš produkt slabše topen v DKM in izvedli 
ekstrakcijo vodne faze še z EtOAc (15 mL). Organski fazi smo združili in odstranili topilo 
pod znižanim tlakom. Zaostanek vode smo uparili na oljni črpalki. Produkt smo raztopili v 
acetonu in izvedli filtriranje s presesavanjem, s čimer smo se znebili prisotnih anorganskih 
soli. Aceton smo odstranili pod znižanim tlakom.  
Dobili smo 50 mg spojine 17. Izkoristek reakcije: 70,4%; svetlo rjava trdna snov; Rf 
(DKM:MeOH = 20:1) = 0; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,78 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H-2), 
7,36 (d, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H-5), 7,31 (dd, J1 = 8,7 Hz, J2 = 2,3 Hz, 1H, Ar-H-6), 7,21 (d, J 
= 8,5 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,13 (s, 1H, -NH-CO-), 6,84 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 3,78 
(d, J = 6,3 Hz, 2H, Ph-O-CH2), 3,45 (s, 2H, -N-CH2-Ph), 3,12 (d, J = 12,4 Hz, 2H, CH2), 
2,96 (d, J = 11,5 Hz, 2H, CH2), 2,65 (td, J1 = 12,2 Hz, J2 = 2,1 Hz, 2H, CH2), 2,18 – 2,27 
(m, 1H, CH), 2,00 (td, J1 = 11,2 Hz, J2 = 2,2 Hz, 2H, CH2), 1,84 – 1,93 (m, 5H, CH, 2 × 
CH2), 1,82 (s, 1H, -NH-), 1,27 (qd, J1 = 12,7 Hz, J2 = 4,5 Hz, 4H, 2 × CH2) ppm; 
13C NMR 
(100 MHz, CDCl3) δ 19,80, 28,82, 28,93, 28,95, 29,95, 35,34, 36,28, 43,69, 46,09, 52,74, 
53,83, 58,82, 62,54, 96,34, 114,16, 121,46, 129,91, 130,32, 130,46, 138,63, 142,92, 147,91, 
160,39, 160,41, 187,30 ppm; HRMS (ESI+) za C25H32Cl2N3O2 (M+H
+): izračunan 
476,18661; izmerjen 476,18632; HPLC: tR = 2,45 min, čistota: 94,7 %. 
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Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku C iz spojine 13 (85,0 mg, 0,278 mmol) in 
spojine 2 (76,03 mg, 0,278 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi 3 dni. 
Topilo smo odstranili pri znižanem tlaku in produkt očistili s kolonsko kromatografijo (MF 
DKM:MeOH = 20:1).  
Dobili smo 117 mg spojine 18. Izkoristek reakcije: 74,7%; belo strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH = 20:1) = 0,25; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,86 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H-
2), 7,58 (dd, J1 = 8,3 Hz, J2 = 2,1 Hz, 1H, Ar-H-6), 7,50 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Ar-H-5), 7,23 – 
7,26 (m, 2H, 2 × Ar-H), 6,89 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,20 (d, J = 6,5 Hz, 1H, -CO-
NH-), 4,43 – 4,50 (m, 1H, CH), 3,99 – 4,13 (m, 2H, CH2), 3,66 – 3,73 (m, 2H, CH2), 3,30 – 
3,37 (m, 2H, CH2), 3,04 (d, J = 10,6 Hz, 2H, CH2), 2,30 – 2,40 (m, 3H, CH, CH2), 1,87 – 
1,96 (m, 3H, CH2-HB, CH2), 1,70 – 1,84 (m, 5H, CH2-HA, 2 × CH2), 1,46 (s, 9H, 3 × CH3) 
ppm; MS (ESI+) m/z = 562,2 ([M+H]+). 
Sinteza 3,4-dikloro-N-(1-(4-(piperidin-4-iloksi)benzil)piperidin-4-il)benzamida (19) 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku D iz spojine 18 (93,0 mg, 0,165 mmol). 
Reakcijsko zmes smo brez odstranjevanja topila naalkalili do pH=14 z 2 M NaOH (15 mL) 
in izvedli ekstrakcijo z DKM (4 × 75 mL). Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim 
Na2SO4, filtrirali in uparili topilo pod znižanim tlakom.  
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Dobili smo 52 mg spojine 19. Izkoristek reakcije: 68,0%; svetlo rjava trdna snov; Rf 
(DKM:MeOH = 4:1; dodatek trietilamina) = 0,18; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,83 (d, J 
= 2,0 Hz, 1H, Ar-H-2), 7,56 (dd, J1 = 8,3 Hz, J2 = 2,0 Hz, 1H, Ar-H-6), 7,50 (d, J = 8,3 Hz, 
1H, Ar-H-5), 7,20 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,86 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 5,86 (d, 
J = 7,3 Hz, 1H, -CO-NH-), 4,31 – 4,38 (m, 1H, CH), 3,92 – 4,02 (m, 1H, CH), 3,45 (s, 2H, 
-N-CH2-Ph), 3,11 – 3,18 (m, 2H, CH2), 2,85 (d, J = 11,5 Hz, 2H, CH2), 2,68 – 2,76 (m, 2H, 
CH2), 2,15 (t, J = 10,9 Hz, 2H, CH2), 2,01 (d, J = 13,1 Hz, 4H, 2 × CH2), 1,61 – 1,70 (m, 
2H, CH2), 1,25 (s, 1H, CH2-HB), 0,79 – 0,91 (m, 1H, CH2-HA) ppm; signala za -NH- se ne 
vidi; HRMS (ESI+) za C24H30Cl2N3O2 (M+H
+): izračunan 462,17096; izmerjen 462,17041; 





diklorofenil)karbamoil)piperidinijevega acetata (20) 
Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku C iz spojine 13 (55,90 mg, 0,183 mmol) in 
spojine 4 (50,0 mg, 0,183 mmol). Potek reakcije smo preverili s TLC in ker po enem dnevu 
potek ni bil zadosten, smo pustili reakcijo teči še 1 dan. MeOH smo odstranili pod znižanim 
tlakom in produkt čistili s kolonsko kromatografijo (MF DKM:MeOH = 20:1). Izolirali smo 
oljnat produkt v obliki soli z ocetno kislino. 
Dobili smo 37 mg spojine 20. Izkoristek reakcije: 32,5%; belo strjeno olje; Rf (DKM:MeOH 
= 20:1) = 0,14; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 9,29 (s, 1H, -NH-CO-), 7,83 (s, 1H, Ar-H), 
7,37 (s, 1H, CH3COOH), 7,33 (d, J = 8,6 Hz, 3H, 3 × Ar-H), 7,28 (d, J = 2,3 Hz, 1H, Ar-H-
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2), 6,91 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,41 – 4,55 (m, 1H, CH), 4,06 (s, 2H, -N-CH2-Ph), 
3,62 – 3,74 (m, 2H, CH2), 3,28 – 3,45 (m, 4H, 2 × CH2), 2,98 (s, 2H, CH2), 2,80 (s, 1H, CH), 
2,16 (s, 3H, CH2-H, CH2), 2,02 (s, 3H, CH3COOH), 1,84 – 1,95 (m, 2H, CH2), 1,66 – 1,79 
(m, 2H, CH2), 1,47 (s, 9H, 3 × CH3), 0,65 – 0,94 (m, 1H, CH2-H) ppm; 
13C NMR (100 MHz, 
CDCl3) δ 22,09, 25,55, 28,43, 30,28, 30,37, 40,50, 50,56, 53,45, 60,22, 72,17, 79,83, 116,21, 
116,32, 119,34, 121,65, 127,12, 128,77, 130,31, 132,42, 132,51, 137,89, 154,88, 158,35, 




Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku D iz spojine 20 (30,0 mg, 0,048 mmol). 
Reakcijsko zmes smo naalkalili do pH=14 z 2 M NaOH (10 mL), prenesli v lij ločnik in 
ekstrahirali z DKM (5 × 50 mL). Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim Na2SO4, 
filtrirali in odstranili topilo pri znižanem tlaku.  
Dobili smo 26 mg spojine 21. Izkoristek reakcije: 116,7%; sivkasta trdna snov; Rf 
(DKM:MeOH = 4:1; dodatek trietilamina) = 0,20; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,79 (d, J 
= 1,9 Hz, 1H, -NH-CO-), 7,30 – 7,37 (m, 3H, 3 × Ar-H), 7,21 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 
6,86 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,35 – 4,41 (m, 1H, CH), 3,44 (s, 2H, -N-CH2-Ph), 3,13 
– 3,20 (m, 2H, CH2), 2,96 (d, J = 11,0 Hz, 2H, CH2), 2,75 – 2,83 (m, 2H, CH2), 1,81 – 1,91 
(m, 6H, 3 × CH2), 1,25 (s, 3H, CH, CH2), 0,80 – 0,91 (m, 2H, CH2) ppm; signala za -NH- se 
ne vidi; HRMS (ESI+) za C24H30Cl2N3O2 (M+H
+): izračunan 462,17096; izmerjen 









Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku C iz terc-butil 4-((4-
formilfenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata (100,0 mg, 0,313 mmol) in spojine 6 (74,74 
mg, 0,313 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi 2 dni. MeOH smo 
odstranili pod znižanim tlakom in produkt čistili s kolonsko kromatografijo (MF 
DKM:MeOH = 20:1). 
Dobili smo 99 mg spojine 22. Izkoristek reakcije: 58,3%; belo strjeno olje; Rf (DKM:MeOH 
= 20:1) = 0,24; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,68 (s, 1H, Ar-H), 7,38 – 7,60 (m, 1H, -NH-
CO-), 7,30 – 7,35 (m, 1H, Ar-H), 7,19 – 7,26 (m, 3H, 3 × Ar-H), 7,05 – 7,10 (m, 1H, Ar-H), 
6,86 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,10 – 4,22 (m, 1H, CH), 3,80 (d, J = 6,3 Hz, 2H, Ph-O-
CH2), 3,61 (s, 2H, -N-CH2-Ph), 3,03 – 3,14 (m, 2H, CH2), 2,75 (t, J = 12,3 Hz, 2H, CH2), 
2,18 – 2,47 (m, 3H, CH, CH2), 1,91 – 2,01 (m, 5H, CH2-HB, 2 × CH2), 1,82 (d, J = 12,5 Hz, 




Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku D iz spojine 22 (77,0 mg, 0,142 mmol). 
Reakcijsko zmes smo naalkalili do pH=14 z 2 M NaOH (20 mL). Izvedli smo ekstrakcijo z 
DKM (4 × 80 mL). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali ter uparili 
topilo pod znižanim tlakom.  
Dobili smo 50 mg spojine 23. Izkoristek reakcije: 79,6%; svetlo rjava trdna snov; Rf 
(DKM:MeOH = 4:1; dodatek trietilamina) = 0,13; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,66 (s, 
1H, -NH-CO-), 7,33 (d, J = 9,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,22 (t, J = 8,1 Hz, 3H, 3 × Ar-H), 7,15 (s, 
1H, Ar-H), 7,07 (d, J = 8,6 Hz, 1H, Ar-H), 6,84 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 3,78 (d, J = 
6,3 Hz, 2H, Ph-O-CH2), 3,45 (s, 2H, -N-CH2-Ph), 3,15 (d, J = 12,2 Hz, 2H, CH2), 2,96 (d, J 
= 11,5 Hz, 2H, CH2), 2,67 (td, J1 = 12,2 Hz, J2 = 2,5 Hz, 2H, CH2), 2,18 – 2,27 (m, 1H, CH), 
1,95 – 2,05 (m, 3H, CH, CH2), 1,85 – 1,93 (m, 5H, CH2-HB, 2 × CH2), 1,83 (s, 1H, -NH-), 
1,22 – 1,36 (m, 3H, CH2-HA, CH2) ppm; HRMS (ESI+) za C25H33ClN3O2 (M+H
+): izračunan 
442,22558; izmerjen 442,22533; HPLC: tR = 1,35 min, čistota: 48,9 %; dejanski % čistote 
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je višji, a pride do tvorbe soli z HCOOH v MF in pojava več vrhov v HPLC kromatogramu 






Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku C iz spojine 13 (90,0 mg, 0,294 mmol) in 
spojine 6 (70,35 mg, 0,294 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi 2 dni, 
nato pa odstranili topilo pri znižanem tlaku in očistili produkt s kolonsko kromatografijo 
(MF DKM:MeOH = 20:1).  
Dobili smo 84 mg spojine 24. Izkoristek reakcije: 53,97%; belo strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH = 20:1) = 0,17; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,67 (s, 1H, -NH-CO-), 7,29 – 
7,46 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,18 – 7,26 (m, 3H, 3 × Ar-H), 7,03 – 7,11 (m, 1H, Ar-H), 6,88 (d, 
J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,41 – 4,50 (m, 1H, CH), 3,65 – 3,74 (m, 2H, CH2), 3,55 (s, 2H, 
-N-CH2-Ph), 3,28 – 3,39 (m, 2H, CH2), 2,95 – 3,11 (m, 2H, CH2), 2,08 – 2,40 (m, 3H, CH, 
CH2), 1,88 – 1,97 (m, 5H, CH2-HB, 2 × CH2), 1,70 – 1,79 (m, 3H, CH2-HA, CH2), 1,47 (s, 
9H, 3 × CH3) ppm; MS (ESI+) m/z = 528,2 ([M+H]
+). 
Sinteza N-(3-klorofenil)-1-(4-(piperidin-4-iloksi)benzil)piperidin-4-karboksamida (25) 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku D iz spojine 24 (62,0 mg, 0,117 mmol). 
Naslednji dan smo reakcijsko zmes naalkalili do pH=14 z 2 M NaOH (20 mL). Vsebino 
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bučke smo prenesli v lij ločnik in jo ekstrahirali z DKM (4 × 80 mL). Organsko fazo smo 
posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali in odstranili topilo pod znižanim tlakom.  
Dobili smo 41 mg spojine 25. Izkoristek reakcije: 81,6%; bela trdna snov; Rf (DKM:MeOH 
= 4:1; dodatek trietilamina) = 0,29; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,64 – 7,68 (m, 1H, -NH-
CO-), 7,31 – 7,35 (m, 1H, Ar-H), 7,22 (t, J = 8,8 Hz, 3H, 3 × Ar-H), 7,13 (s, 1H, Ar-H), 7,05 
– 7,09 (m, 1H, Ar-H), 6,86 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,32 – 4,39 (m, 1H, CH), 3,45 (s, 
2H, -N-CH2-Ph), 3,12 – 3,19 (m, 2H, CH2), 2,97 (d, J = 11,8 Hz, 2H, CH2), 2,71 – 2,79 (m, 
2H, CH2), 2,19 – 2,27 (m, 1H, CH), 1,97 – 2,06 (m, 4H, 2 × CH2), 1,79 – 1,94 (m, 5H, CH2-
HB, 2 × CH2), 1,65 – 1,73 (m, 1H, CH2-HA) ppm; signala za -NH- se ne vidi; HRMS (ESI+) 
za C24H31ClN3O2 (M+H
+): izračunan 428,20993; izmerjen 428,20983; HPLC: tR = 1,15 min, 
čistota: 73,0 %; dejanski % čistote je višji, a pride do tvorbe soli z HCOOH v MF in pojava 






Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku C iz spojine 13 (90,0 mg, 0,294 mmol) in 
spojine 8 (70,35 mg, 0,294 mmol). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi 4 dni. 
Topilo smo odstranili pri znižanem tlaku in produkt čistili s kolonsko kromatografijo (MF 
DKM:MeOH = 20:1).  
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Dobili smo 116 mg spojine 26. Izkoristek reakcije: 74,5%; belo strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH = 20:1) = 0,19; 1H NMR (400 MHz, MeOD) δ 7,54 – 7,59 (m, 2H, 2 × Ar-
H), 7,28 – 7,34 (m, 4H, 4 × Ar-H), 6,98 (d, J = 8,5 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 3,66 – 3,77 (m, 4H, 
2 × CH2), 3,10 – 3,19 (m, 3H, CH, CH2), 2,28 – 2,49 (m, 4H, 2 × CH2), 1,88 – 2,00 (m, 6H, 
3 × CH2), 1,63 – 1,74 (m, 3H, CH, CH2), 1,49 (s, 9H, 3 × CH3) ppm; signala za -NH-CO- se 
ne vidi; MS (ESI+) m/z = 528,2 ([M+H]+). 
Sinteza N-(4-klorofenil)-1-(4-(piperidin-4-iloksi)benzil)piperidin-4-karboksamida (27) 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku D iz spojine 26 (90,0 mg, 0,170 mmol). 
Vsebino bučke smo naalkalili do pH=14 z 2 M NaOH (23 mL) ter v lij ločniku izvedli 
ekstrakcijo z DKM (4 × 100 mL). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, 
filtrirali in uparili topilo pod znižanim tlakom.  
Dobili smo 48 mg spojine 27. Izkoristek reakcije: 65,8%; bela trdna snov; Rf (DKM:MeOH 
= 4:1; dodatek trietilamina) = 0,47; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,46 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 
2 × Ar-H), 7,28 (d, J = 2,2 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,21 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,11 (s, 
1H, -NH-CO-), 6,86 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,30 – 4,38 (m, 2H, CH2), 3,44 (s, 2H, -
N-CH2-Ph), 3,11 – 3,18 (m, 2H, CH2), 2,94 – 2,99 (m, 2H, CH2), 2,69 – 2,76 (m, 2H, CH2), 
1,96 – 2,05 (m, 4H, 2 × CH2), 1,82 – 1,92 (m, 4H, 2 × CH2), 1,63 – 1,70 (m, 2H, CH2) ppm; 
signala za -NH- se ne vidi; HRMS (ESI+) za C24H31ClN3O2 (M+H
+): izračunan 428,20993; 
izmerjen 428,20993; HPLC: tR = 3,59 min, čistota: 87,5 %; dejanski % čistote je višji, a 
pride do tvorbe soli z HCOOH v MF in pojava več vrhov v HPLC kromatogramu (tR2 = 5,36 
min, čistota: 7,7 %). 








Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku C iz terc-butil 4-((4-
formilfenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata (100,0 mg, 0,313 mmol) in spojine 8 (74,74 
mg, 0,313 mmol). Po enem dnevu smo s TLC preverili potek reakcije in ker je bil le ta 
nepopoln, smo pustili reakcijo potekati še 1 dan. Topilo smo odstranili pri znižanem tlaku in 
produkt očistili s kolonsko kromatografijo (MF DKM:MeOH = 20:1).  
Dobili smo 109 mg spojine 28. Izkoristek reakcije: 64,2%; belo strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH = 20:1) = 0,24; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,47 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × 
Ar-H), 7,27 – 7,29 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,23 – 7,26 (m, 2H, 2 × Ar-H), 6,87 (d, J = 8,5 Hz, 
2H, 2 × Ar-H), 4,10 – 4,21 (m, 2H, CH2), 3,80 (d, J = 6,3 Hz, 2H, Ph-O-CH2), 3,58 – 3,70 
(m, 2H, CH2), 3,07 – 3,17 (m, 2H, CH2), 2,69 – 2,80 (m, 2H, CH2), 2,31 – 2,48 (m, 2H, 
CH2), 1,92 – 2,06 (m, 5H, CH, 2 × CH2), 1,82 (d, J = 14,4 Hz, 2H, CH2), 1,46 (s, 9H, 3 × 




Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku D iz spojine 28 (85,0 mg, 0,157 mmol). 
Reakcijsko zmes smo naalkalili do pH=14 z 2 M NaOH (20 mL) in izvedli ekstrakcijo z 
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DKM (4 × 80 mL). Organsko fazo smo sušili nad Na2SO4, filtrirali in odstranili topilo pod 
znižanim tlakom.  
Dobili smo 50 mg spojine 29. Izkoristek reakcije: 72,2%; bela trdna snov; Rf (DKM:MeOH 
= 4:1; dodatek trietilamina) = 0,22; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,46 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 
2 × Ar-H), 7,28 (d, J = 2,1 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,21 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,12 (s, 
1H, -NH-CO-), 6,84 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 3,78 (d, J = 6,3 Hz, 2H, Ph-O-CH2), 3,45 
(s, 2H, -N-CH2-Ph), 3,12 (d, J = 11,9 Hz, 2H, CH2), 2,96 (d, J = 11,5 Hz, 2H, CH2), 2,65 
(td, J1 = 12,1 Hz, J2 = 2,4 Hz, 2H, CH2), 2,18 – 2,27 (m, 1H, CH), 1,96 – 2,04 (m, 2H, CH2), 
1,79 – 1,93 (m, 6H, 3 × CH2), 1,21 – 1,33 (m, 3H, CH, CH2) ppm; signala za -NH- se ne 
vidi; HRMS (ESI+) za C25H33ClN3O2 (M+H
+): izračunan 442,22558; izmerjen 442,22540; 






Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku C iz terc-butil 4-((4-
formilfenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata (100,0 mg, 0,313 mmol) in spojine 10 (88,66 
mg, 0,313 mmol). Ker naslednji dan glede na TLC potek reakcije še vedno ni bil popoln, 
smo počakali do naslednjega dne, nato pa MeOH uparili pri znižanem tlaku in produkt 
očistili s kolonsko kromatografijo (MF DKM:MeOH = 20:1).  
Dobili smo 131 mg spojine 30. Izkoristek reakcije: 71,3%; belo strjeno olje; Rf 
(DKM:MeOH = 20:1) = 0,18; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,88 (s, 1H, -NH-CO-), 7,42 
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(q, J = 9,0 Hz, 4H, 4 × Ar-H), 7,29 (s, 2H, 2 × Ar-H), 6,88 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 
4,06 – 4,27 (m, 2H, CH2), 3,80 (d, J = 6,3 Hz, 2H, Ph-O-CH2), 3,75 (s, 2H, -N-CH2-Ph), 
3,14 – 3,25 (m, 2H, CH2), 2,69 – 2,81 (m, 2H, CH2), 2,56 (s, 3H, CH, CH2), 2,01 – 2,10 (m, 
5H, CH, 2 × CH2), 1,82 (d, J = 12,5 Hz, 2H, CH2), 1,46 (s, 9H, 3 × CH3), 1,20 – 1,33 (m, 




Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku D iz spojine 30 (105,0 mg, 0,179 mmol). 
Vsebino bučke smo naalkalili do pH=14 z 2 M NaOH (20 mL), jo prenesli v lij ločnik in 
izvedli ekstrakcijo z DKM (4 × 80 mL). Organsko fazo smo posušili nad brezvodnim 
Na2SO4, filtrirali in odstranili topilo pod znižanim tlakom.  
Dobili smo 49 mg spojine 31. Izkoristek reakcije: 56,3%; svetlo rjava trdna snov; Rf 
(DKM:MeOH = 4:1; dodatek trietilamina) = 0,13; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,41 (s, 
4H, 4 × Ar-H), 7,21 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,13 (s, 1H, -NH-CO-), 6,84 (d, J = 8,6 
Hz, 2H, 2 × Ar-H), 3,78 (d, J = 6,3 Hz, 2H, Ph-O-CH2), 3,45 (s, 2H, -N-CH2-Ph), 3,15 (d, J 
= 12,1 Hz, 2H, CH2), 2,96 (d, J = 11,6 Hz, 2H, CH2), 2,67 (td, J1 = 12,3 Hz, J2 = 2,5 Hz, 2H, 
CH2), 2,18 – 2,26 (m, 1H, CH), 1,96 – 2,04 (m, 2H, CH2), 1,79 – 1,94 (m, 7H, 3 × CH2, -
NH-), 1,24 – 1,36 (m, 3H, CH, CH2) ppm; 
13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 28,89, 29,75, 
36,19, 45,99, 52,81, 62,52, 62,55, 62,56, 72,77, 72,78, 72,82, 74,25, 114,15, 121,33, 121,37, 
130,04, 130,31, 131,93, 137,01, 146,87, 158,23, 173,07, 173,40, 185,18, 189,87 ppm; 
HRMS (ESI+) za C25H33BrN3O2 (M+H
+): izračunan 486,17507; izmerjen 486,17482; 
HPLC: tR = 4,24 min, čistota: 95,3 %. 








Reakcijo smo izvedli po splošnem postopku C iz terc-butil 4-((4-
formilfenoksi)metil)piperidin-1-karboksilata (77,0 mg, 0,241 mmol) in spojine 12 (53,58 
mg, 0,241 mmol). Reakcijsko zmes smo pustili mešati 2 dni. Topilo smo odstranili pri 
znižanem tlaku in produkt čistili s kolonsko kromatografijo (MF DKM:MeOH = 20:1).  
Dobili smo 66 mg spojine 32. Izkoristek reakcije: 52,1%; belo strjeno olje; Rf (DKM:MeOH 
= 20:1) = 0,15; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,45 – 7,50 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,28 (s, 2H, 2 
× Ar-H), 6,97 – 7,03 (m, 2H, 2 × Ar-H), 6,88 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,09 – 4,21 (m, 
2H, CH2), 3,80 (d, J = 6,4 Hz, 2H, Ph-O-CH2), 3,64 – 3,76 (m, 2H, CH2), 3,12 – 3,21 (m, 
2H, CH2), 2,69 – 2,80 (m, 2H, CH2), 2,36 – 2,52 (m, 2H, CH2), 1,94 – 2,11 (m, 5H, CH, 2 × 
CH2), 1,82 (d, J = 12,7 Hz, 2H, CH2), 1,46 (s, 9H, 3 × CH3), 1,21 – 1,33 (m, 3H, CH, CH2) 
ppm; signala za -NH-CO- se ne vidi; MS (ESI+) m/z = 526,3 ([M+H]+). 
Sinteza N-(4-fluorofenil)-1-(4-(piperidin-4-ilmetoksi)benzil)piperidin-4-karboksamida 
(33) 
Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku D iz spojine 32 (51,0 mg, 0,097 mmol). 
Reakcijsko zmes smo naalkalili do pH=14 z 2 M NaOH (10 mL). V lij ločniku smo izvedli 
ekstrakcijo z DKM (4 × 50 mL), nato pa smo organsko fazo posušili nad brezvodnim 
Na2SO4, filtrirali in odstranili topilo pri znižanem tlaku.  
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Dobili smo 45 mg spojine 33. Izkoristek reakcije: 109%; svetlo rjava trdna snov; Rf 
(DKM:MeOH = 4:1; dodatek trietilamina) = 0,12; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,46 (dd, 
J1 = 9,0 Hz, J2 = 4,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,21 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,12 (s, 1H, -
NH-CO-), 7,00 (t, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,84 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 3,78 (d, J 
= 6,4 Hz, 2H, Ph-O-CH2), 3,45 (s, 2H, -N-CH2-Ph), 3,13 (d, J = 12,0 Hz, 2H, CH2), 2,96 (d, 
J = 11,5 Hz, 2H, CH2), 2,65 (td, J1 = 12,2 Hz, J2 = 2,5 Hz, 2H, CH2), 2,18 – 2,27 (m, 1H, 
CH), 1,96 – 2,04 (m, 2H, CH2), 1,79 – 1,94 (m, 7H, 3 × CH2, -NH-), 1,21 – 1,34 (m, 3H, 
CH, CH2) ppm; 
13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 28,89, 28,94, 30,18, 30,22, 36,38, 44,43, 
46,25, 52,85, 61.86, 62,57, 63,28, 72,95, 114,14, 115,50, 115,72, 121,65, 121,73, 130,03, 
130,30, 133,86, 133,89, 134,14, 158,30, 173,34, 174,15 ppm; HRMS (ESI+) za 
C25H33FN3O2 (M+H
+): izračunan 426,25513; izmerjen 426,25473; HPLC: tR = 2,26 min, 
čistota: 54,7 %; dejanski % čistote je višji, a pride do tvorbe soli z HCOOH v MF in pojava 




Spojino smo sintetizirali po splošnem postopku C iz 3,4-diklorobenzaldehida (13,2 mg, 
0,076 mmol) in spojine 15 (30 mg, 0,063 mmol). Za boljši potek reakcije smo tokrat dodali 
1,2 ekvivalenta aldehida. Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi en dan, nato pa 
preverili potek reakcije s TLC. Ker reakcija ni potekla do konca, smo jo pustili teči še en 
dan. Naslednji dan smo topilo uparili pod znižanim tlakom in produkt čistili s kolonsko 
kromatografijo (MF DKM:MeOH = 9:1).  
Dobili smo 24 mg spojine 34. Izkoristek reakcije: 60%; belo strjeno olje; Rf (DKM:MeOH 
= 9:1) = 0,22; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,93 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H-2), 7,63 (dd, J1 
= 8,4 Hz, J2 = 2,1 Hz, 1H, Ar-H-6), 7,50 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Ar-H-5), 7,45 (d, J = 1,9 Hz, 
1H, Ar-H-2`), 7,40 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H-5`), 7,30 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,19 
(dd, J1 = 8,2 Hz, J2 = 1,9 Hz, 1H, Ar-H-6`), 6,91 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 6,66 (d, J = 
8,4 Hz, 1H, -CO-NH-), 4,10 – 4,23 (m, 2H, CH2), 3,88 (s, 2H, -N-CH2-Ph), 3,82 (d, J = 5,9 
Hz, 2H, Ph-O-CH2), 3,52 (s, 2H, -N-CH2-Ph), 3,31 (d, J = 10,5 Hz, 3H, CH, CH2), 2,97 (d, 
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J = 11,3 Hz, 3H, CH, CH2), 2,54 – 2,64 (m, 2H, CH2), 2,10 – 2,15 (m, 3H, CH2-HB, CH2), 
1,79 – 1,89 (m, 3H, CH2-HA, CH2), 1,41 – 1,53 (m, 2H, CH2) ppm; HRMS (ESI+) za 
C32H36Cl4N3O2 (M+H
+): izračunan 634,15561; izmerjen 634,15533; HPLC: tR = 9,34 min, 
čistota: 46,0 %; dejanski % čistote je višji, a pride do tvorbe soli z HCOOH v MF in pojava 
več vrhov v HPLC kromatogramu (tR2 = 6,33 min, čistota: 50,8 %).
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 
5.1.1 Tvorba amidne vezi s pomočjo sklopitvenih reagentov 
Spojine 1, 3, 5, 7, 9 in 11 smo pripravili po splošnem sinteznem postopku A, ki opisuje 
reakcijo nastanka amidne vezi med aminom in karboksilno kislino. Reakcija poteka ob 
uporabi reagentov EDC, ki ima vlogo sklopitvenega reagenta, in HOBt v vlogi pomožnega 
nukleofila/katalizatorja ter baze NMM v topilu DMF. Prvi korak v mehanizmu je prenos 
protona iz karboksilne kisline na šibko bazičen dušik karbodiimida. Nato pride do 
nukleofilne adicije karboksilata na ogljikov atom karbodiimida in s tem tvorbe aktiviranega 
estra oziroma O-acilsečnine. V naslednji stopnji HOBt reagira kot nukleofil z O-acilsečnino, 
pri čemer izstopi EDC v obliki sečninskega derivata. Sledi nukleofilna substitucija, ki amin 
pretvori v želen amid (Slika 15). Prednost EDC je v tem, da ga lahko dodamo takoj v 
reakcijsko zmes k aminu, saj omogoča selektiven potek reakcije, kar pa dodatno zagotovimo 
še z nizko temperaturo. Uporaba HOBt kot pomožnega nukleofila pomembno pripomore h 
krajšemu času poteka reakcije, manjši racemizaciji izhodnih substratov, če imajo stereogeni 
center, in manjši tvorbi produktov stranskih reakcij(47, 48). 
 
Slika 15: Mehanizem tvorbe amidne vezi s pomočjo EDC in HOBt. Prirejeno po (49). 
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5.1.2 Mitsunobu reakcija 
Mitsunobu reakcijo, s katero lahko sintetiziramo etre iz alkoholov, smo uporabili za pripravo 
spojine 13 (Slika 16). Reakcija poteka ob uporabi reagentov PPh3 in DEAD oz. DIAD ter 
topila THF na ledeni kopeli v argonovi atmosferi. Prvi korak v mehanizmu je napad PPh3 na 
DIAD, kar vodi do nastanka zwitterionskega intermediata. Slednji odcepi proton iz 
hidroksilne skupine 4-hidroksibenzaldehida, ki s tem postane dobra nukleofilna zvrst. Drug 
substrat (terc-butil 4-hidroksipiperidin-1-karboksilat) veže fosfonijev ion, nato pa poteče 
nukleofilna substitucija drugega reda (SN2), po koncu katere dobimo končni produkt - eter, 
ki ga očistimo s kolonsko kromatografijo. Čiščenje s kolonsko kromatografijo je v tem 
primeru nujno potrebno, saj se s tem znebimo srednje polarnih stranskih produktov z delno 
kristalinično naravo (trifenilfosfinijevega oksida in dihidro-DIAD) ter tako dobimo čist 
produkt (50, 51). 
 
Slika 16: Mehanizem Mitsunobu reakcije. Prirejeno po (52). 
5.1.3 Reduktivno aminiranje 
Spojine 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32 in 34 smo pripravili po splošnem postopku C, 
ki opisuje reakcijo reduktivnega aminiranja. Gre za reakcijo med aldehidom oz. ketonom in 
amonijakom ali primarnim/sekundarnim aminom, ki ob reducentu NaCNBH3 in kapljici 
ocetne kisline kot katalizatorja vodi do nastanka primarnega, sekundarnega ali terciarnega 
(v našem primeru) amina. NaCNBH3 je šibek reducent, ki omogoča selektiven potek 
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reduktivnega aminiranja v rahlo kislem mediju, kar smo zagotovili z dodatkom ocetne 
kisline. Po protoniranju karbonilne spojine pride do nukleofilnega napada amina na 
karbonilni ogljik aldehida oz. ketona. Sledi prenos protona in eliminacija vode, kar v rahlo 
kislem okolju vodi v nastanek iminijevega iona, ta pa se po dodatku NaCNBH3 reducira do 
želenega amina (53-55). 
 
Slika 17: Mehanizem reduktivnega aminiranja. Prirejeno po (54, 56). 
5.1.4 Odstranitev zaščitne skupine Boc z acidolizo 
Za odstranitev zaščitne skupine Boc (terc-butil karbamat) na aminu smo uporabili postopek 
acidolize, ki opisuje razčlenitev molekule pod kislimi pogoji. Prvi korak v mehanizmu je 
protoniranje terc-butil karbamata v kislem in izstop terc-butil kationa, kar vodi v nastanek 
karbaminske kisline. Nato sledi dekarboksilacija nestabilne kisline, s tem pa dobimo končni 
amin, ki je v obliki soli (Slika 18) (57, 58). 
Spojine 2, 4, 6, 8, 10 in 12 smo pripravili po splošnem postopku B, kjer smo za doseg kislih 
pogojev uporabili TFA. Nastali produkt, ki je bil v obliki soli, smo tekom izolacije pretvorili 
v nenabit amin. Sama reakcija acidolize s TFA je v vseh primerih potekla skoraj popolno, z 
vidnim minimalnim zaostankom izhodne spojine na TLC. V kolikor smo se želeli tega 
minimalnega zaostanka znebiti, nam je tekom ekstrakcije določen delež produkta ušel v 
organsko fazo, kasneje med ekstrakcijo (po naalkaljenju) pa nismo uspeli dobiti vsega iz 
vodne faze v organsko fazo. Na ta način smo dobili za okoli 42 odstotnih točk nižje 
Magistrska naloga                                                                                                Mojca Trčko 
52 
 
izkoristke, kot smo jih imeli, če smo korak, v katerem bi se znebili minimalne prisotnosti 
izhodne spojine, izpustili. Kljub izpuščenemu omenjenemu koraku pa le to, glede na NMR, 
ni pomembno vplivalo na čistoto produktov.  
Končne spojine 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31 in 33 smo pripravili po splošnem postopku 
D, kjer smo za doseg kislih pogojev uporabili 1 M HCl v CH3COOH. Tudi v tem primeru 
smo produkt pretvorili v obliko nenabitega amina.  
 
Slika 18: Mehanizem odstranitve zaščitne skupine Boc z acidolizo. Prirejeno po (57,58). 
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5.2 REZULTATI TESTIRANJ 
Sintetizirali smo 11 končnih spojin (15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 in 34). V preglednici 
1 so podani rezultati testa metabolne aktivnosti na celicah raka dojke MCF-7 ter na celicah 
limfoma U2932, SU-DHL-2, SU-DHL-10, WSU-DLCL2 in VAL, v obliki podanih 
koncentracij IC50 (koncentracija spojine, ki zmanjša metabolno aktivnost celic za 50%).  
Preglednica 1: Rezultati biološkega testiranja izhodne spojine (TVU-09) in vseh končnih spojin na celicah 
raka dojke MCF-7 ter na celicah limfoma U2932, SU-DHL-2, SU-DHL-10, WSU-DLCL2 in VAL. Podani so 

























~50 >10 9 0,8 0,5 >10 
15 
 
5,6 1,5 2 2,4 2 1 
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3,1 1 2 2 2,5 0,8 
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7,8 2 2,4 4,5 4 1 
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3,6 1,5 2 2 3 1 
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7,6 2 4,5 3 2,7 1 
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11,3 5 7 7 4,5 1 
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8,8 9 >10 6 >10 >10 
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5,3 9 8 6 9 9 
31 
 
3,4 3 4 3 7,5 7,5 





18,5 >10 >10 >10 >10 >10 
34 
 
4,7 2 2 3 3 3 
Iz rezultatov je razvidno, da so, glede na izhodno spojino TVU-09, praktično vse spojine 
izkazale bistveno močnejše citotoksično delovanje na celicah raka dojke MCF-7, večina 
spojin (razen spojin 27 in 33) pa se je bolje izkazala tudi na celicah limfoma, z izjemo celic 
SU-DHL-10 in WSU-DLCL2, na katerih je spojina TVU-09 izkazala najmočnejše 
citotoksično delovanje. Če pogledamo strukturo spojine TVU-09 in strukture spojin, 
sintetiziranih tekom magistrske naloge, opazimo razliko predvsem v desnem delu molekule. 
Morfolinski obroč, ki predstavlja vir terciarnega amina na desni, smo nadomestili s 
piperidinskim obročem v vlogi sekundarnega amina. Linearni distančnik smo skrajšali za 
(vsaj) eno -CH2 skupino, kljub temu pa je relativna razdalja med bazičnim centrom na 
piperidinskem obroču in osrednjim delom molekule postala daljša za 1-2 ogljikova atoma. 
Na desnem delu molekule je to torej prva in ključna sprememba, ki je botrovala k pomembno 
boljši citotoksični aktivnosti sintetiziranih analogov napram izhodni spojini. 
Na skrajnem levem delu molekule smo želeli preveriti vpliv različnih substitucij na 
aromatskem obroču. Odločili smo se za uvedbo klora na mesti para in meta hkrati (spojine 
15, 17, 19, 21, 34), za uvedbo klora samo na mesto meta (spojini 23 in 25) ter za uvedbo 
klora (spojini 27 in 29), broma (spojina 31) ali fluora (spojina 33) na mesto para. Pri do 
sedaj sintetiziranih analogih so največjo citotoksično aktivnost izkazale spojine, ki so imele 
klor substituiran na obeh mestih, ta trend pa lahko potrdimo tudi z našimi analogi. 
Pomembna je ugotovitev, da imata dve izmed najbolj citotoksično aktivnih spojin, spojini 
17 in 21, klor substituiran na obeh mestih, pri čemer pa je omembe vredno tudi dejstvo, da 
ima večina sintetiziranih spojin relativno podobno citotoksično aktivnost. Spojine 17, 23 in 
29 se med seboj razlikujejo v tem, da ima spojina 17 klor vezan na dveh mestih na fenilnem 
obroču, spojini 23 in 29 pa imata vezan le en klor na fenilu. Če naredimo primerjavo 
vrednosti IC50, opazimo, da ima spojina 17 najvišjo citotoksično aktivnost. Do podobnih 
ugotovitev pridemo tudi, če primerjamo med seboj spojine 21, 25 in 27. Tudi v tem primeru 
ima najvišjo citotoksično aktivnost spojina 21, ki ima klor uveden na mesti meta in para. 
Spojini 23 in 29 se med seboj razlikujeta le v položaju enega atoma klora na levem delu 
molekule. Isto velja za spojini 25 in 27. Če vsak par spojin posebej primerjamo med seboj, 
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opazimo, da je citotoksično delovanje na celicah MCF-7 boljše v primeru, ko je klor 
substituiran na para mestu, na celicah limfoma pa se je izkazalo ravno nasprotno, saj sta 
močnejše citotoksično delovanje izkazali spojini s klorom na meta mestu. Če torej 
povzamemo, je za najboljše citotoksično delovanje spojin na levem delu molekule 
najpomembnejši substituent, ki ima klor vezan na mesti meta in para hkrati, za ugotovitev 
pomembnosti vpliva monosubstitucije na mestih meta in para pa bi potrebovali dodatne 
raziskave.  
Spojine 29, 31 in 33 se med seboj razlikujejo le v substituentu na para mestu fenilnega 
obroča. Najboljšo citotoksično aktivnost daje spojina 31 s substitucijo broma, sledi spojina 
29 z vezanim klorom, najslabše pa se je izkazala spojina 33 s substitucijo fluora. Iz tega je 
torej razvidno, da najmočnejše interakcije z vezavnim mestom tvori brom, ki mu hitro sledi 
klor, fluor pa tvori daleč najšibkejše interakcije. Ob tem bi se lahko tudi ozrli na hipotezo o 
obstoju halogene vezi med tem delom molekule in vezavnim mestom, pri čemer pridemo do 
zaključka, da je brom tisti, ki bi najverjetneje sodeloval v halogeni vezi, če je ta prisotna. 
Sledi klor, za fluor pa je verjetnost tvorbe tovrstne vezi nekoliko nižja. Ker pa vrednotimo 
samo delovanje spojin v celicah, to hipotezo o tvorbi halogene vezi težko potrdimo. Potrebni 
so dodatni eksperimenti, v katerih bi določili neposredno vezavo na Hsp90. 
Na levem delu spojine smo želeli preveriti tudi morebiten vpliv usmerjenosti amida. Spojini 
15 in 17 se med seboj razlikujeta le po usmerjenosti amidne vezi. Enako velja za spojini 19 
in 21. Če primerjamo rezultate na celicah MCF-7, je citotoksična aktivnost spojine 17, ki 
ima enako usmerjenost amidne vezi kot izhodna spojina TVU-09, nekje 1,8-krat boljša od 
citotoksične aktivnosti spojine 15. Do podobnih zaključkov pridemo tudi pri drugem 
primeru, pri katerem ima spojina 21 z ohranjeno usmerjenostjo amidne vezi približno 2,2-
krat boljšo citotoksično aktivnost od spojine 19, tak trend pa se v splošnem kaže tudi na 
celicah limfoma.  
Zanimal nas je tudi vpliv dodatne -CH2 skupine na desnem delu molekule, ki vpliva na 
razdaljo med bazičnim centrom in osrednjim delom molekule. Če primerjamo med seboj 
pare spojin, ki se med seboj razlikujejo le po dolžini desnega fragmenta, pridemo v vseh 
primerih do podobnih zaključkov. Prvi izmed teh parov sta spojini 15 in 19, kjer izkazuje 
spojina 15 z dodatno -CH2 skupino nekje 1,4-krat višjo citotoksično aktivnost na celicah 
MCF-7. Med spojinama 17 in 21 je ta razlika nekoliko nižja, a na večini celicah še vedno 
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opazna (približno 1,2-krat višja citotoksična aktivnost (MCF-7) spojine 17 z dodatno -CH2 
skupino). Če primerjamo še spojini 23 in 25, ima spojina 23 z dodatno -CH2 skupino 1,5-
krat višjo citotoksično aktivnost na MCF-7 od spojine 25, trend pa lahko potrdimo tudi pri 
spojinama 27 in 29, kjer ima spojina 29 z dodatno -CH2 skupino okoli 1,6-krat višjo 
citotoksično aktivnost na MCF-7 od spojine 27. Na podlagi teh rezultatov lahko torej 
potrdimo prisotnost vpliva dodatne -CH2 skupine oziroma posledično podaljšanja verige na 
citotoksično delovanje spojin. Daljša veriga in posledično torej tudi daljša razdalja med 
bazičnim centrom na piperidinskem obroču in aromatom v levem delu molekule vodi v 
močnejše interakcije z vezavnim mestom, to pa v boljše citotoksično delovanje.  
Na koncu smo želeli preveriti še tezo, da se spojina z dodanim 3,4-diklorofenilnim obročem 
tudi na desni strani optimalno prilega v vezavno mesto. Če spojino 34 primerjamo z njeno 
izhodno spojino, spojino 15, izkazuje spojina 34 z dodatno substitucijo nekje 1,2-krat boljše 
citotoksično delovanje na celicah MCF-7, kot spojina 15. Na celicah limfoma pa so rezultati 
nekoliko drugačni, in sicer na večini celic je izkazala višjo citotoksično aktivnost spojina 15, 
na celicah SU-DHL-2 pa sta citotoksični aktivnosti spojin 15 in 34 enaki. Glede na to lahko 
torej zaključimo, da dodaten fragment na desni verjetno nima tako pomembne vloge pri 
vezavi v vezavno mesto, kot smo pričakovali, bi pa bilo potrebno hipotezo vseeno preveriti 
še z več spojinami, ki bi imele različne vzorce substitucij na dodatnem aromatskem obroču. 
 
Slika 19: Odnos med strukturo in delovanjem. 
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Med vsemi sintetiziranimi analogi izkazuje celokupno najmočnejše citotoksično delovanje 
spojina 17 (IC50 = 3,1 µM na MCF-7). Prav tako je to spojina, ki vsebuje vse strukturne 
modifikacije, ki so se izkazale za najboljše. Na levem delu ima uveden 3,4-diklorofenilni 
obroč, ki pomembno vpliva na jakost delovanja molekule. Dodatno ima na levem delu 
pravilno usmerjen amid, ki prav tako zviša jakost delovanja spojine. Na desnem delu ima 
uveden piperidinski obroč, ki je ključna modifikacija za boljše citotoksično delovanje glede 
na izhodno spojino TVU-09. Vsebuje pa tudi dodatno -CH2 skupino na desnem delu 
molekule, ki podaljša razdaljo med bazičnim centrom na piperidinu in aromatom v levem 
delu molekule. Vse ugotovitve, ki smo jih navedli tekom rezultatov lahko torej še enkrat 
potrdimo s pomočjo spojine 17, ki se je tekom testiranj na celicah MCF-7 ter na celicah 
limfoma U2932, SU-DHL-2 ter VAL izkazala za najbolj citotoksično aktivno. Smiselno bi 
bilo na skrajni desni del uvesti še dodaten 3,4-diklorofenilni obroč, kot smo to naredili pri 
spojini 34, saj bi to kljub raznolikim rezultatom morda izboljšalo prileganje v vezavno mesto 
in tako še bolj ojačalo interakcije z vezavnim mestom.  
S pomočjo molekulskega sidranja, ki smo ga izvedli v programskem paketu Schrödinger 
Small Molecule Discovery Suite s programom Glide, smo proučili tudi vezavo spojine 17 v 
alosteričnem vezavnem mestu Hsp90 na CKD. Ugotovili smo, da končni amin 
piperidinskega obroča desnega dela molekule tvori ionsko vez s stransko verigo Glu489 iz 
monomera A in vodikovo vez z Ser669 iz monomera B. Levi, aromatski del molekule tvori 
številne hidrofobne interakcije z vezavnim mestom z aminokislinskimi ostanki Val494B, 
Ile486B in Ala600B. Dodatna vodikova vez se tvori še med piperidinom osrednjega dela 
molekule in Ser669A (Slika 20). 
a b  
Slika 20: Shema vezave spojine 17 v vezavnem mestu CKD Hsp90, pridobljena s sidranjem - (a) 3D in (b) 2D 
shema interakcij. 
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Na koncu lahko torej povzamemo, da sta za ustrezno citotoksično aktivnost spojin na levem 
delu molekule pomembna tako položaj vezave kot tudi sama vrsta substituenta na fenilu. 
Najboljša je substitucija na mestu meta in para hkrati, za ugotovitev, ali je boljša 
monosubstitucija na mestu meta ali na mestu para, pa bi potrebovali dodatne raziskave, saj 
smo tekom naloge dobili nasprotujoče si rezultate. Ob dikloriranih analogih se je zelo dobro 
izkazal tudi bromiran analog, tako da bi bilo morda smiselno sintetizirati tudi dibromirane 
analoge in analoge s kombinacijo klora in broma na mestih meta in para.  Prav tako bi lahko 
uvedli še dodaten klor na 3,4-diklorofenilni obroč in preverili morebiten dodaten vpliv na 
interakcije z vezavnim mestom. Na levi strani molekule kaže dodaten vpliv na citotoksično 
aktivnost analogov tudi usmerjenost amidne vezi, ki tvori z vezavnim mestom dodatne 
vodikove vezi. Ključna sprememba na desnem delu molekule, ki pomembno izboljša jakost 
delovanja analogov, je uvedba piperidinskega obroča, dodatno pa jakost delovanja poveča 
tudi večja razdalja med bazičnim centrom na piperidinu in osrednjim delom molekule. Iz 
tega vidika bi bilo smiselno linearni distančnik še podaljšati in preveriti vpliv le-tega na 
jakost interakcij z vezavnim mestom in citotoksično delovanje. Prav tako bi bilo smiselno 
sintetizirati še več spojin z dodatnim 3,4-diklorofenilnim ali podobnim obročem na skrajni 
desni, da bi preverili morebitno izboljšano prileganje v vezavno mesto in izboljšano 
citotoksično delovanje, saj smo tudi v tem primeru dobili mešane rezultate. Na koncu pa bi 
bilo potrebno tudi raziskati, čemu tak odstop v rezultatih na celicah limfoma SU-DHL10 ter 
WSU-DLCL2, kjer je imela spojina TVU-09 izrazito boljše citotoksično delovanje, kot na 
ostalih celicah in so se zato posredno naše spojine na teh dveh celicah izkazale nekoliko 
slabše. 




Protein toplotnega šoka Hsp90 se uvršča med pomembne tarče kemoterapevtikov v sklopu 
zdravljenja raka. Prve obetajoče učinkovine so bili zaviralci N-končne domene, a se je kmalu 
izkazalo, da sprožijo odziv toplotnega šoka in s tem posredno privedejo do odpornosti 
rakavih celic na omenjene zaviralce. Zato so dandanes raziskovalci usmerjeni v razvoj 
zaviralcev C-končne domene, ki pa tovrstnih omejitev ne izkazujejo.  
V sklopu magistrske naloge smo uspešno sintetizirali enajst novih zaviralcev C-končne 
domene Hsp90. Vse smo  s testom metabolne aktivnosti ovrednotili na celicah raka dojk 
MCF-7 ter na celicah limfoma U2932, SU-DHL-2, SU-DHL-10, WSU-DLCL2 in VAL in 
tako prišli do pomembnih zaključkov. Osrednji del molekule, ki smo ga sicer ohranili, skrbi 
za ustrezno razdaljo med aromatom na levi in bazičnim centrom na desni. Levi del molekule 
ima pomemben vpliv na interakcije z vezavnim mestom in s tem na jakost delovanja spojine. 
Na tem delu imajo ključno vlogo položaj vezave, vrsta substituenta ter usmerjenost amida, 
ki tvori dodatne vodikove vezi z vezavnim mestom. Na desni strani je za citotoksično 
delovanje, na katero smo sklepali preko učinka spojin na metabolno aktivnost celic, ključen 
bazični center na piperidinu, jakost delovanja pa lahko dodatno povečamo s podaljšanjem 
verige oz. razdalje med omenjenim centrom na piperidinu in osrednjim delom molekule. Za 
dodatno potrditev naših rezultatov je bila ključna sinteza spojine 17, ki vsebuje vse 
strukturne fragmente, za katere se je med obdelavo rezultatov izkazalo, da posamično največ 
doprinesejo k jakosti delovanja molekule in ki se je, pričakovano, izkazala tudi za najbolj 
citotoksično aktivno izmed vseh sintetiziranih spojin. S tem predstavlja spojina 17 osnovo 
za nadaljnje raziskovanje v smeri iskanja nove spojine z še izboljšano jakostjo delovanja. 
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